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ABSTRAKT 
Náplní této diplomové práce je získat poznatky o vztahu mezi strukturou hydrogelů a jejich 
tokovými a transportními vlastnostmi. Hlavním cílem práce bylo zakomponovat 
do modelových hydrogelů na bázi agarózy vhodné biopolymery. Poté provést korelaci 
výsledků získaných pomocí difuzních metod a reologických měĜení provedených 
na makroskopické a mikroskopické úrovni. K charakterizaci hydrogelů byly zvolené 
reologické měĜení, metoda dynamického rozptylu světla a fluorescenční korelační 
spektroskopie. Charakteristiky hydrogelů získané z výše uvedených metod byly následně 
korelovány mezi sebou. Následně byly studovány transportní vlastnosti těchto hydrogelů 
pomocí sledování difúze Rhodaminu 6G. Zde byl využit dvojí pĜístup. Z hlediska 
makropĜístupů byly využity jednoduché difúze z roztoku barviva do kyvet obsahující 
jednotlivé hydrogely s biopolymery. V pĜípadě mikropĜístupů bylo barvivo pĜidáno do vzorku 
během pĜípravy a poté byly sledovány difuze pomocí FCS. Na základě výsledků, bylo 
zjištěno, že pĜídavek biopolymerů výrazně neovlivňuje materiálové vlastnosti nosného média, 
což jsou v tomto pĜípadě agarozové hydrogely. Rozdíly ovšem byly pozorovány v pĜípadě 
studia reaktivity a bariérových vlastností takto pĜipravených hydrogelů. Jako stěžejní 
parametr pro ovlivnění transportu nabitého solutu v takto pĜipravených hydrogelech byl 
pozorován jednak náboj obsaženého biopolymeru a rovněž jeho nábojová hustota. 
ABSTRACT 
Diploma thesis main goal is to obtain new pieces of knowledge about relationship between 
hydrogel structures and its flow and transport properties. Thesis is mainly focusing 
on combining pertinent biopolymers into model hydrogels based on agarose. Then perform 
correlation of results obtained by diffusion methods, and by rheologic measurements 
on macroscopic and microscopic level. Properties of hydrogels were measured by selected 
rheologic measurements, dynamic light scattering method, and correlative fluorescence 
spectroscopy. From these methods various parameters (MSD modules, values of complex 
viscosity) were obtained. Afterwards transport properties of prepared hydrogels were studied 
by observing Rhodamine 6G diffusion. Here two different approaches were used. From 
macroscopic perspective, simple principles of mass diffusion from dye solution to cuvettes 
filled with hydrogels containing individual biopolymers were used. From microscopic 
perspective, dye was added during the sample preparation and then the mass diffusion was 
investigated using FCS. Based on evaluated results it was discovered that added biopolymers 
don’t influence properties of carrier medium, in this case agarose hydrogels. During the study 
of prepared hydrogels’ reactivity and barrier properties some differences were observed. 
Charge of biopolymer and its charge density were discovered as main factors influencing 
transport of charged solutes into prepared hydrogels. 
KLÍČOVÁ SLOVů 
hydrogely, reologie, difuze, dynamický rozptyl světla, fluorescenční korelační spektroskopie 
KEYWORDS 
hydrogels, rheology, diffusion, dynamic light scattering, fluorescence correlation 
spectroscopy 
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1 ÚVOD 
Gely jsou tvoĜeny disperzním prostĜedím, ve kterém je vytváĜena trojrozměrná síť 
prostĜednictvím spojování disperzních částic. Takto vzniklá spojení zabraňují disperzním 
částicím v pohybu. Disperzní prostĜedí většiny gelů je tvoĜeno vodou a disperzní částice jsou 
koloidní velikosti. Pro pĜedstavu koloidní velikostí se rozumí částice 1–1 000 nm. Síly, které 
zapĜíčiňují spojování částic, mohou být chemického či fyzikálního charakteru, od toho 
se odvíjí pevnost struktury hydrogelů. Pro velice dobré mechanické a transportní vlastnosti 
jsou gely využívané v Ĝadě odvětví. V poslední době je publikováno mnoho studií 
zaměĜených na popis struktury konkrétních hydrogelů. Chybí však unifikovaný 
experimentální pĜístup, který by nabídl komplexní pohled na jejich strukturu, viskoelasticitu 
a transportní vlastnosti, pokud možno na makroskopické a mikroskopické úrovni. 
Agaróza spadá do skupiny pĜírodních polysacharidů získaných z moĜských Ĝas. PĜevážně 
je vyráběna z červených a hnědých moĜských Ĝas. Její vlastnosti jsou silně ovlivněny místem 
a podmínkami, za kterých dochází k jejímu růstu. Hydrogelová forma agarózy je žádoucí 
pĜedevším pro její snadnou a lehce redukovatelnou pĜípravu. Další výhodou tohoto materiálu 
je fakt, že se jedná o nenabitý polysacharid, který neinteraguje s ostatními látkami. Agarozové 
hydrogely mají široký aplikační potenciál. V poslední době pĜedevším ve výzkumu 
nosičových systémů léčiv. 
Vzhledem k povaze agarózy je snaha zakomponovat do její struktury polymerní látky 
a sledovat změnu jak vlastnosti agarózových gelů, tak i samotného polymeru. Vzniklé 
systémy jsou charakterizovány na makro i mikro úrovni. V závislosti na vybrané skupině 
měĜení bylo hlavní náplní práce podrobit získaná data vzájemné korelaci a získat 
tak unifikovaný experimentální pĜístup pro studii hydrogelů. 
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2 CÍL PRÁCE 
Diplomová práce je zaměĜena na nalezení a optimalizaci metodiky studia vzájemného 
vztahu mezi strukturou biopolymerních hydrogelů a jejich tokovými a transportními 
vlastnostmi. Vhodné médium pro tyto účely pĜedstavuje hydrogel na bázi termoreverzibilního 
biopolymeru – agarózy. K nesporným výhodám těchto typů hydrogelů patĜí jednak jejich 
snadná a opakovatelná pĜíprava, ale rovněž možnost definovaným způsobem měnit obsah 
polyelektrolytové složky v gelové síti a tím zásadně ovlivňovat výsledné vlastnosti takto 
pĜipravených gelů. Agarózové hydrogely lze také využít jako modelové nosné médium 
pro studium reaktivity a dalších vlastností vhodně zvolených polyelektrolytových látek, 
které je možné rozptýlit do struktury hydrogelu. Právě výběr polyelektrolytových látek, 
které jsou následně v práci studovány, pĜedstavuje jeden z prvotních cílů této diplomové 
práce. Zde byl kladen důraz zejména na biokompatibilitu zvolených polyelektrolytů. 
Cílem této diplomové práce je využít takto pĜipravené hydrogely na bázi agarózy 
s inkorporovanými polyelektrolyty a navrhnout a otestovat metody studia vzájemného vztahu 
mezi jejich strukturou, tokovými a transportními vlastnostmi a to jak na makroskopické 
tak mikroskopické úrovni. Pro správný popis procesů probíhajících v těchto nosičových 
systémech je nezbytné v první Ĝadě provést důkladnou charakterizaci pĜipravených vzorků 
hydrogelů. Pro účely studia tokových vlastností hydrogelů se jako vhodná metoda jeví 
reologie. Zde se nabízí pohled jednak z makroskopického hlediska (klasická makroreologická 
charakterizace hydrogelů prostĜednictvím oscilačních testů na reometru) a rovněž 
mikroskopického hlediska (metody mikroreologické charakterizace materiálů pomocí DLS, 
FCS apod.). Kromě tokových vlastností hydrogelů na bázi agarózy pĜedstavuje jeden z dílčích 
cílů diplomové práce rovněž studium transportních vlastností těchto hydrogelů. Zde je nutné 
zvolit nejprve vhodný solut jehož transport bude v hydrogelech studován. Z hlediska 
makroskopického popisu transportu se nabízí využit poměrně dobĜe optimalizovanou 
metodiku difúze z roztoků do kyvet obsahujících vzorek hydrogelu. Zde je možné pro popis 
difúzních procesů vyžít UV-VIS spektrometrii. V pĜípadě mikroskopického pohledu 
se naopak nabízí využít fluorescenční korelační spektroskopii. Následnou korelací získaných 
výsledků z jednotlivých částí práce bude možné získat ucelený pohled na studovanou 
problematiku vztahu struktura–tok–transport pro jednotlivé zvolené materiály, 
což lze považovat za naprosto nezbytné vzhledem k jejich aplikačnímu potenciálů zejména 
v oblasti medicíny či kosmetologie.  
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Gelové systémy 
3.1.1 Disperzní systémy 
Disperzní systémy můžeme definovat jako systémy tvoĜené dvěma druhy hmoty. εůže 
jít o dvě fáze nebo dvě složky, kdy jeden typ je rozptýlen ve druhém ve formě více či méně 
jemných částic. Disperzní prostĜedí pĜedstavuje spojité kontinuum. Disperzním podílem 
označujeme druh hmoty rozptýlený v disperzním prostĜedí. Tyto systémy jsou děleny podle 
velikosti částic, počtu fází, tvaru částic nebo dle interakcí mezi disperzními částicemi 
a disperzním prostĜedím. V pĜípadě dělení podle počtu fází můžeme systémy rozdělit 
na homogenní a heterogenní soustavy. PĜíkladem homogenní soustavy mohou být analytické 
a lyofilní koloidní roztoky. Naopak v heterogenních soustavách jsou jednotlivé fáze tvoĜeny 
oddělením disperzního podílu od disperzního prostĜedí. S heterogenními soustavami 
se setkáváme v běžném životě ve formě mlhy, pěny, emulze a lyofobní soly (viz. Tabulka 1) 
[1, 2, 3]. 
Tabulka 1: dělení disperzních soustav dle skupenství disperzního prostĜedíμ 
Disperzní prostĜedí Disperzní podíl Disperze koloidní hrubé 
plynné 
plynný – – 
kapalný aerosoly (mlhy) déšť, mlhy 
tuhý aerosoly (dýmy) prach, dýmy 
kapalné 
plynný pěny bubliny, pěny 
kapalný emulze emulze 
tuhý lyosoly suspenze 
tuhé 
plynný tuhé pěny tuhé pěny, minerály 
s uzavĜenými plyny 
kapalný tuhé emulze tuhé emulze, minerály 
s uzavĜenými kapičkami 
tuhý tuhé soly tuhé směsi, napĜ.μ eutektika 
Analytické, koloidní a hrubé disperze pĜedstavují skupiny disperzních látek, které se liší 
na základě velikosti částic disperzního podílu. Částice v analytických disperzích mají velikost 
menší, nežli 10−9 m a částice obsahují 1–103 atomů. Stavba a velikost analytických částic 
je identická a nejsou viditelné okem ani pomocí elektronového mikroskopu. Dokáží 
prostupovat filtračním papírem i membránami a v těchto pĜípadech nedochází k sedimentaci 
v ultracentrifuze. Tyto systémy jsou homogenní, stále a rychle difundují. 
Částice o velikosti 10−9–10−6 m spadají pod koloidní disperze a částice obsahují 310  až 910  
atomů. Systémy jsou obvykle polydisperzní a tvoĜeny makromolekulami nebo micelami. 
V pĜípadě těchto systémů mohou být pro zobrazení použity mikroskopy elektronové 
nebo ultramikroskopy. Disperze je pozorovatelná v nejčastějších pĜípadech jako průhledná, 
barevná, s jemným zákalem (opalescence). Částice koloidních disperzí můžeme z prostĜedí 
oddělit pouze pomocí membrán. Vlivem nízkého osmotického tlaku dochází k pomalé 
sedimentaci a difuzi. Podle stability dělíme systémy na lyofilní a lyofobní disperze. Lyofobní 
disperze nelze pĜipravit samovolným srážením analytických disperzí nebo umělým 
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dispergováním hrubých disperzí. Mohou sedimentovat, stárnout, koagulovat a mají 
heterogenní charakter. Opakem lyofobních disperzí jsou lyofilní disperze, které pĜecházejí 
na pravé roztoky. Z důvodů těchto vlastností svou stabilitou pĜipomínají pravé roztoky a mají 
homogenní charakter. 
V hrubodisperzních soustavách (nad 103 nm) nalezneme mikro částice velikosti 10−6–
10−5 m, průměr makročástic pĜekračuje hodnotu 10−5 m. Systém se Ĝadí mezi polydisperzní 
a může být pozorován pouhým okem nebo optickým mikroskopem. Zobrazuje se jako 
zakalená neprůhledná disperze. Tyto systémy nejsou schopny procházet membránami, rychle 
sedimentují a netvoĜí se samovolně, nýbrž mechanickým rozmělněním disperzního podílu. 
Spadají pod heterogenní systémy se schopností koagulovat [4]. 
 
Obrázek 1: Dělení dle velikosti části [5]. 
Na základě dělení podle tvaru částic rozlišujeme globulární, laminární a fibrilární disperzní 
soustavy. Izometrické částice jsou obsaženy v globulárních disperzích a laminárně disperzní 
soustavy obsahují anizometrické částice, kdy jeden rozměr je mnohem menší než ostatní. 
Fibrilárně disperzní soustavy jsou podobné laminárním, pouze s tím rozdílem, že jeden 
rozměr je větší než ostatní. 
Dále můžeme disperzní soustavy dělit podle interakcí disperzního prostĜedí a disperzních 
částic. Rozlišujeme dva typy interakcí. Interakce lyofilní, kdy dochází k výraznému růstu 
afinity mezi částicemi a prostĜedím (dochází k rozpouštění částic v prostĜedí). Druhým typem 
jsou interakce lyofobní, které mají naopak nízkou afinitu, což způsobuje nerozpustnost částic 
v prostĜedí [1, 6]. 
3.1.2 Vznik gelĤ 
Gely jsou definovaný jako disperzní systémy, kdy disperzní částice vytváĜí trojrozměrnou 
síť prostupující disperzním prostĜedím. V těchto systémech dochází ke spojení disperzního 
prostĜedí ale i disperzního podílu. Vybudováním trojrozměrné struktury nedochází k pohybu 
disperzních částic disperzním prostĜedím. Na adhezi disperzních částic mohou působit síly 
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jak chemického tak i fyzikálního charakteru. Pokud dojde k vysušení gelu, dochází ke vzniku 
systému nazývající se xerogel. Lyogelem označujeme původní rosolovitý gel. Obvyklými 
disperzními částicemi, které vytváĜí síťovou strukturu gelu, jsou částice spadající do koloidní 
velikosti částic. εůžeme se potkat i s pĜípady, ve kterých je síťová struktura tvoĜena 
mikroheterogenními systémy, napĜ. u gelů silikátů [7]. 
3.1.3 DČlení gelĤ 
εožnosti, jakými se dají gely klasifikovat, nalezneme v odborné literatuĜe mnoho [7, 8]. 
Podle povahy disperzního prostĜedí lze dělit na hydrogely či organogely. Disperzní prostĜedí 
hydrogelů je tvoĜeno vodným prostĜedím a v pĜípadě organogelů vytváĜí disperzní prostĜedí 
organické látky. Dle povahy sil, které udržují síťovou strukturu gelu, lze gely dělit na fyzikální 
(slabé nevazebné interakce) anebo chemicky síťované (kovalentní vazby). Podle chemického 
složení je můžeme rozdělit na organické a anorganické gely. Makromolekulární gely 
jsou zvláštním typem izogelů, ve kterých disperzní prostĜedí tvoĜí monomer disperzního 
podílu, což může být u polystyrenu ve styrenu. 
Gely nacházející se ve vysušeném stavu je možno dělit na reverzibilní a ireverzibilní. 
Reverzibilní gely mohou vznikat gelací roztoku vysokomolekulárních látek nebo bobtnáním 
xerogelu. Chovají se jako elastický gel, protože jsou schopny pohlcovat kapalinu a zvětšovat 
svůj objem, nebo dochází ke smršťování do kompaktního xerogelu. Prostorová struktura 
reverzibilního gelu je tvoĜena sítí makromolekulárních Ĝetězců spojených působením 
fyzikálních nebo chemických sil. Místa spojení se nazývají uzly nebo uzlové oblasti. 
Na základě výše zmíněných poznatků mohou uzlové oblasti vznikat fyzikálním 
nebo kovalentním síťováním. Gely ireverzibilní mají ve vysušeném stavu pĜibližně stejný 
objem jako původní lyogely. PĜi styku s prostĜedím jsou schopné sorbovat určité množství 
kapaliny, ale nikdy se nevrátí do původního stavu. PĜeměna ireverzibilního gelu na xerogel 
je nevratná. Vznikají gelací lyofobních solu, k níž dochází obvykle snížením agregační 
stálostí soustavy. Velký význam pro tvorbu gelu má tvar částic – snadněji se síťují 
anizotropické částice [7, 8]. 
3.1.4 Vlastnosti gelĤ 
Mechanické vlastnosti 
εechanické vlastnosti jsou charakteristické pro tuhé stavy, pĜestože je disperzní prostĜedí 
kapalné. Až do určité hodnoty jsou odolné vůči tečnému napětí. Pod touto hodnotou 
se chovají jako elasticky tuhá tělesa. Pokud není napětí pĜíliš veliké, nedochází k trvalé 
deformaci, ale pouze k vratné či elastické. Koncentrace uzlů, pevnost a druh spoje udává 
hodnotu kritického napětí. Spoje vytvoĜené fyzikálně jsou slabšího charakteru nežli uzly 
vzniklé chemicky. 
Některé reverzibilní a ireverzibilní gely mohou mít tixotropní vlastnosti. PĜíliš prudkým 
protĜepáním těchto gelů mohou vznikat soly díky slabým silám mezi jednotlivými uzly gelů. 
Zklidněním solu dochází k opětovnému vzniku nového gelu [1]. εéně častý jev nazývaný 
reopexie je pravým opakem výše zmíněné tixotropie. V pĜípadě reopexie dochází k růstu 
viskozity kapaliny za konstantní smykové rychlosti [9]. 
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Elektrická vodivost a difuzivita 
Disociované nízkomolekulární elektrolyty a elektrická vodivost jsou obsaženy 
v disperzním prostĜedí gelu, a mají stejné hodnoty jako v původním solu, ze kterého gel 
vznikl. Ionty rozpuštěných látek a malé molekuly se pohybují v disperzním prostĜedí v síti 
disperzního podílu stejnou rychlostí jako v solu. Díky síťové struktuĜe není ovlivněna 
difuzivita nízkomolekulárních látek prouděním ani tepelnými konvekcemi. Typickým 
pĜíkladem je vznik Liesegangových obrazců, které vznikají nerušenou difuzí v gelech. Difuzí 
další látky do gelu s nízkomolekulární látkou se vytvoĜí nerozpustná sraženina, začne probíhat 
proces srážení pouze v některých místech systému. Tato místa se stĜídají s místy, 
kde sraženina nevzniká, což způsobuje vznik barevných proužků v achátech, které vznikly 
z gelu kyseliny kĜemičité [1, 10]. 
Optické vlastnosti vysokomolekulárních lyogelu 
Systém, v němž jsou rozptýleny částice koloidních či větších rozměrů, může po průchodu 
svazku paprsků v bočním pozorování zviditelnit rozptýlené světlo, které má tvar kužele 
(tzv. Tyndallův kužel). Vrchol kužele je v místě, kde dochází k průchodu světla 
do nehomogenního prostĜedí. Dostatečně veliké částice mohou být v kuželi pozorovány 
jako jasně záĜící body a v pĜípadě malých částic lze pozorovat difuzní světelný pruh. 
Tyndallův jev nastává pouze v heterogenních prostĜedích. Ztuhnutím vysokomolekulárního 
roztoku dochází v pĜípadě gelů k vzrůstu intenzity Tyndallova kužele [11]. 
Pro amorfní kapalinu je typický rentgenogram vysokomolekulárního roztoku. V průběhu 
gelace se u všech vysokomolekulárních systému značí soustĜeděné kruhy, které naznačují 
vznik krystalů. Krystalová orientace je orientována všemi směry do prostoru a vzhledem 
k tomu vznikají nepĜerušované kruhy. V rentgenogramu gelu, který byl podroben 
jednostrannému tahu, došlo k rozrušení kruhů a začínaly se dělat zjevné pĜerušované oblouky. 
To značí, že krystaly již nejsou orientovány všemi směry, ale pouze ve směru tahu. 
Anizotropie gelu 
Anizotropie fyzikálních vlastností gelů ve všech rostlinách a živočiších je zapĜíčiněna 
různými podmínkami pĜi jejich tvorbě. PĜíčinou anizotropie u umělých gelů je nerovnoměrná 
koncentrace pĜi vysoušení či deformaci tvorby gelu [10, 12]. 
Stárnutí gelu 
Gely, které jsou spojeny kovalentními vazbami, vykazují elastické vlastnosti. 
Jejich kovalentní vazby se v jednotce objemu vyskytují v malém množství. Pokud se zvýší 
jejich počet v jednotce objemu, zmenší se možnost změny jejich tvaru. U nově vzniklých gelů 
dochází k samovolným dějům, protože se gely dostávají do termodynamické rovnováhy. 
Tomuto ději Ĝíkáme stárnutí. V procesu stárnutí dochází k vytlačování disperzního prostĜedí 
ze struktury gelu, zmenšení síťovité struktury, zvětšování počtu styčných bodů (synereze). 
Po dosažení termodynamické rovnováhy dochází k formování styčných bodů, tzv. uzlů, 
což je označováno jako finální formace hydrogelových struktur. Vlivem vyšších teplot 
či pĜidáním elektrolytu můžeme proces synereze urychlit [8]. 
13 
 
Obrázek 2: Proces synereze [13]. 
3.1.5 Využití 
Organismy rostlin a živočichů jsou z veliké části tvoĜeny gelem a proto nacházejí gely 
uplatnění v lékaĜství a biologii. Farmacie využívá gely napĜíklad pro pĜípravu gelových 
kapslí, ale samozĜejmě mají gely Ĝadu dalších využití v tomto oboru. Gely našly uplatnění 
i v dalších oblastech jako je potravináĜský či pekaĜský průmysl, kde většinou slouží 
jako želatinující látky, zahušťovadla nebo jako stabilizační pěny. 
Proces gelace vysokomolekulárních látek patĜí mezi nejdůležitější technický proces. 
Vyrábějí se takto vlákna, zpracovávají se kůže a používá se také pro výrobu lepidel. Za těmito 
obory nezaostává ani stavební průmysl, kdy využívají gely v porézních membránách, 
izolačních pěnách nebo ochranných foliích [7, 8, 14]. 
3.1.6 Hydrogely na bázi agarózy 
Agaróza (AG) je neutrální lineární polymer s dlouhým molekulovým Ĝetězcem, složeným 
ze stĜídavě se opakujících jednotek D-galaktózových a jednotek 3,6-anhydro-L-galaktózových 
(Obrázek 3). 
 
Obrázek 3: Strukturní vzorec agarózy [15]. 
ěadí se mezi tzv. termoreverzibilní polysacharidy, kdy se pĜi změně teploty v určitém 
rozsahu projevuje hystereze. Za normální teploty je agaróza ve vodných roztocích 
nerozpustná. ZahĜíváním na teplotu 85 °C dochází k velice dobrému rozpouštění této látky. 
Díky svým reverzibilním vlastnostem vytváĜí ochotně hydrogely, což znamená, 
že pĜi ochladnutí na teplotu 30–40 °C dojde k vytvoĜení polotuhé hmoty. PĜechody gelu 
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na roztok a naopak nejsou termodynamicky reverzibilní. To znamená, že nedochází 
k pĜechodům za jednu určenou teplotu, jak je možné si povšimnout u tání čistých látek 
a krystalizace. Tato hmota se vrátí do původního stavu kapalného roztoku, ale nedojde 
ke vzniku identického systému [16]. Pozorované hysterezní chování pĜi teplotě tání 
je odpovídající procesu gel-sol a zároveň v pĜípadě teploty tuhnutí opět odpovídá procesu sol-
gel, kdy je funkcí chemické struktury [17]. Díky velice dobré optické průchodnosti 
a termoreverzibilitě jsou agarozové gely velice dobĜe využitelné jako nosné médium 
pĜi studiu reaktivity biopolymerních látek [15, 18]. 
Po dosažení bodu gelace může agaróza zaujmout konformaci jednoduchou či dvojitou 
helikální. Agregací dvojitých helikálních struktur dochází ke gelaci pĜi teplotách souvisejících 
s počtem sulfátových a metoxylových skupin, které mohou značně ovlivnit teplotu gelace 
agarózových gelů. V průběhu gelace dochází k seskupení do tĜídimenzionální sítě, 
která je stabilizována vytvoĜením vodíkových můstků [19]. Agaróza jako spousta dalších 
gelových systémů vykazuje jednu z dalších základních vlastností gelových forem, jev známý 
jako synereze, který je popsán v kapitole 3.1.4 [20]. 
3.2 Biopolymery 
V rámci diplomové práce byla studována reaktivita a další vlastnosti vybraných zástupců 
pĜírodních látek, které byly zvoleny zejména vhledem k aplikačnímu potenciálu. V rámci 
experimentální náplně práce byly navrženy jako modelové materiály hydrogely na bázi 
agarózy, které jsou tvoĜeny vodou, jež je uzavĜená v trojrozměrné síti disperzního prostĜedí. 
V průběhu jejich pĜípravy byly do jejich sítě inkorporovány Ĝetězce vhodně zvolených 
polyelektrolytu. Agaróza byla zvolena jako nosné médium pĜedevším z důvodu její snadné 
a reprodukovatelné pĜípravy, schopnosti pojmout a imobilizovat další polymerní složky 
ve své síti a dalších specifických vlastností jako je napĜ.μ optická transparentnost, možnosti 
pĜípravy gelů o definovaném tvaru a rozměrech. Z hlediska transportních procesů není žádný 
rozdíl mezi gelovou fází a kapalným prostĜedím. Podstatnou výhodou hydrogelů 
je, že procesy nejsou ovlivňovány prouděním či teplenou konvekcí [21, 22]. 
V dnešní době nacházejí velice časté využití hydrogelové formy v zemědělství, 
potravináĜství ale hlavně v oboru farmacie. Hydrogely umožnují ve své síti měnit podle 
potĜeby koncentraci polyelektrolytu, čehož může být využito v oblasti vývoje nosičů 
s Ĝízeným uvolňováním aktivních látek. Oblastí zájmu není jen působení zakomponované 
látky do sítě hydrogelu na lidský organismus ale i samotná struktura matrice, zda dochází 
k interakci nebo ovlivnění struktury prostĜedím. Zvolené biopolymery musely splňovat 
podmínku biokompatibility, z důvodu využitelnosti pro člověka a dále levné výroby a snadné 
dosažitelnosti. Na základě literární rešerše byly vybrány polyelektrolyty aniontového 
(karagenan) i kationtového charakteru (chitosan). Dalším aspektem byla nábojová hustota, 
vysoká u alginátu a nízká u hyaluronanu. Na základě těchto vlastnosti byli zvoleni zástupci, 
kteĜí jsou blíže popsáni v následujících kapitolách [23]. 
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3.2.1 Polysacharidy 
Polysacharidy spadají do kategorie biologických polymerů, jež hrají důležitou životní roli 
v pĜípadě mikroorganismu, stavbě rostlin, hub a živočichů. Jsou zdrojem energie pro tvorbu 
biochemických reakcí. Zúčastňují se i dalších procesů jako je napĜ.μ hospodaĜení s vodou 
nebo ovlivňování srážlivosti krve. Polysacharidy se skládají z monosacharidových jednotek 
a jejich derivátů vyskytující se v α nebo β anomeru, které jsou spojeny 1→4 glykosidickou 
vazbou. Pokud jsou molekuly tvoĜeny pouze jedním typem monomerů, jedná 
se o homopolysacharidy, v opačném pĜípadě hovoĜíme o heteropolysacharidech. Popisovány 
jsou obecným vzorcem Cn(H2O)n-1 [24]. 
Celá tato skupina látek je považována za nevyčerpatelný zdroj látek, které nacházejí stále 
nové uplatnění po pĜímé nebo po chemické či enzymatické úpravě. Ročně dochází 
k syntetizování až 400 000 miliard tun sacharidů z velké části ve formě polysacharidů [25]. 
Agaróza 
 Agaróza je pĜírodní polysacharid získáván extrakcí z červených a hnědých moĜských Ĝas. 
PatĜí do skupiny nenabitých látek, díky čemuž získává poměrně zajímavý aplikační potenciál, 
zejména tam, kde je ji potĜeba využít jako inertní nereaktivní nosný materiál pro další látky. 
Ve struktuĜe se mohou objevovat pĜíměsi nabitých pyruvátových a sulfátových skupin [26]. 
εolekulová hmotnost agarózy je pĜibližně 120 000 Da, která byla stanovena měĜením 
sedimentace a pĜedstavuje 400 agarobiózových nebo 800 hexózových spojených jednotek. 
V závislosti na těchto informacích je potĜeba poznamenat, že důležitou roli zde hraje původ 
surovin. Odlišný původ růstu moĜských Ĝas silně ovlivňuje gelační bod agarózy [1ι, 1κ]. 
Vzhledem k výborným termickým vlastnostem agaróza nachází své uplatnění v oblasti 
analytické chemie, biomedicínských aplikacích, biochemii, potravináĜském průmyslu, 
ale nezaostává ani pĜi výzkumech v oblasti farmacie a mikrobiologickém průmyslu. 
Agaróza je v analytické chemii využívána hlavně pro gelovou permeační chromatografii 
(GPC) jako stacionární fáze, popĜípadě v gelové elektroforéze jako nosič elektricky nabitých 
molekul. Pro separaci jednotlivých nukleových kyselin ze struktury DNA byla použita metoda 
gelové elektroforézy, jež může separovat různě dlouhé Ĝetězce DNA. Důležitým aspektem 
metody je zvolit vhodnou koncentraci gelu. S rostoucí koncentrací agarózy dochází 
ke zmenšování velikosti póru a prodlužuje se doba potĜebná pro separaci iontů elektroforézou 
[16]. Využití těchto gelů je omezeno v některých odvětvích pro jejich kĜehké mechanické 
vlastnosti. 
PotravináĜský průmysl využívá agarózu pĜedevším jako zahušťovadlo do různých 
cukrovinek, dezertů, mraženého pečiva, pudinků, želé, atd. [27, 28]. V pĜípadě mikrobiologie 
a farmacie jsou agarózové hydrogely využívány jako živná media, pro svou schopnost zadržet 
až 99 hm. % vody. Odborníci zabývající se tkáňovým inženýrstvím začali pro výrobu 
tzv. scaffoldů využívat agarózy, jelikož stejně jako v pĜípadě mikroorganismů voda vyživuje 
a podporuje růst buněk nebo pĜímo růst tkání [29]. 
Agaróza je nedílnou součástí výzkumu v oblasti fyzikální chemie, kdy s její pomocí 
lze studovat polymery a další Ĝady látek v hydrogelovém médiu tvoĜeného agarózou, 
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protože vykazuje velmi nízkou afinitu k interakcím se studovaným materiálem. Na základě 
difuzních experimentu v hydrogelových fázích jsou látky studovány z hlediska 
jejich reaktivity. Pomocí takového experimentu lze pĜipravit media s určitými vlastnostmi 
a o určitých rozměrech, kdy výsledky měĜení je možno aplikovat na fyzikální 
nebo matematické teoretické modely [30]. 
Alginát 
Alginát (alg) je pĜirozeně se vyskytující aniontový biopolymer obvykle získávaný 
z hnědých moĜských Ĝas. εnoha vědci byl alginát intenzivně zkoumán pro použití 
v biomedicínských aplikacích vzhledem k jeho biokompatibilitě, nízké toxicitě, relativně 
nízké ceně a mírnou gelací pĜídavkem dvojmocných kationtů, jako je Ca2+. Komerčně 
dostupný alginát je možné extrahovat z hnědých moĜských Ĝas Phaeophyceae a Macrocystis 
pyrifera pomocí reakcí s alkalickými vodnými roztoky, nejčastěji pomocí NaOH. Extrakt 
je filtrován za pĜidání NaCl nebo CaCl a dále se provádí filtrace a precipitace. Takto vzniklá 
alginátová sůl se pĜevádí na kyselinu alginátovou pomocí roztoku HCl. Dalším čištěním 
a konverzí dostáváme alginát sodný. Obsah suchého alginátu získaného z Ĝas v pĜípadě 
Ascophyllum nodosum činí 22–30 % a 25–44 % pro Laminaria digitata. Bakteriální syntéza 
poskytuje lépe definovanou chemickou strukturu a fyzikální vlastnosti získané z derivátů 
moĜských Ĝas. Bakterie alginátu pochází z Azotobater a Pseudomonas. 
Alginát vytváĜí trojrozměrné sítě složené z hydrofilních polymerů s vysokým obsahem 
vody. Jsou často biologicky kompatibilní, neboť jsou strukturně podobné stavebním 
komponentám v živých organismech. V pĜípadě alginátu může dojít k zesítění do formy 
hydrogelů pomocí několika pĜístupů. Nejběžnější způsob pĜípravy hydrogelů z vodného 
roztoku alginátu je kombinovat Ĝešení s iontovými zesíťujícími činidly, jako jsou dvojmocné 
kationty Ca2+. PĜedpokládá, že se váží pouze na guluronatové bloky, protože struktura 
guluronatových bloků umožňuje vysoký stupeň koordinace dvojmocných iontů. Jedno 
z nejběžněji používaných činidel je chlorid vápenatý (CaCl2). Nevýhodou iontově zesítěného 
alginátového gelu je omezená stabilita za fyziologických podmínek, protože tyto gely mohou 
být rozpuštěny v důsledku uvolňování dvojmocných iontů do okolního média, výměnnou 
reakcí s jednomocnými kationty. Kovalentní zesítění bylo široce zkoumáno ve snaze zlepšit 
fyzikální vlastnosti gelů pro mnoho aplikací, včetně tkáňového inženýrství. Termo-citlivé 
hydrogely se používají v lékových aplikacích, vzhledem k jejich nastavitelné bobtnavosti 
v reakci na změny teploty, což vede k vyžádanému uvolňování účinné látky z gelu. Posledním 
typem síťování je pomocí buněk [31,32], kdy se jedná o buňky, které jsou využívány v oboru 
tkáňového inženýrství. 
Jak už bylo výše zmíněno je mnoho možnosti pĜípravy alginátových hydrogelů. Jejich 
strukturální podobnost s extracelulární matricí živých tkání umožňuje široké uplatnění 
v hojení ran. Alginátové obvazy udržují fyziologicky vlhké mikroprostĜedí, minimalizují 
výskyt bakteriální infekce v ráně a usnadňují hojení ran. εolekuly léčiv mohou 
být uvolňovány z alginátových gelu Ĝízeným způsobem, v závislosti na typu zesítění 
a síťovacích metodách. Kromě toho, alginátové gely mohou být podávány orálně 
nebo injekčně do těla s minimálním invazivním způsobem, který umožňuje rozsáhlé aplikace 
ve farmacii. Alginátové gely mají v dnešní době slibné postavení ve vývoji transplantaci 
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buněk v tkáňovém inženýrství. Tento obor si klade za cíl poskytnout náhradu umělé tkáně 
a orgány pacientům, kteĜí trpí jejich ztrátou nebo selháním. V tomto pĜístupu hydrogely mají 
zajistit zakotvení buněk do požadovaného místa. Na základě této skutečnosti mají vznikat 
prostory pro tvorbu nové tkáně a současně probíhat kontroly struktury a funkce jejího nového 
vytvoĜení [31]. 
 
Obrázek 4: Strukturní vzorec alginátu [33]. 
Dextran 
Dextran (dex) spadá do skupiny komplexních větvených polysacharidů, které jsou složeny 
z glukosových molekul. PĜevážná část molekul D-glukosy je vázána vazbou -1-6 
(Obrázek 5) a další mohou být vázány -1→2, 1→3, 1→4 vazbou. V průmyslové výrobě 
byl zaveden jako jeden z prvních bakteriální dextran, u nějž byla velice proměnlivá 
molekulová hmotnost, která se pohybovala v rozmezí 3 až 2 000 kDa. Producentem dextranu 
pro průmyslovou výrobu je bakterie Leuconostoc mesenteroides za potĜebného množství 
sacharózy. V pĜítomnosti producenta je využíván enzym -1-6-glukan: D-fruktosa-2-
glukosyltransferasa, který je zodpovědný za štěpení molekuly sacharózy a váže glukosové 
zbytky do dextranového Ĝetězce za současného uvolňování fruktózy. 
Molekuly dextranu jsou velice stabilní a jednotlivé frakce jsou schopny určité stability 
po dobu pěti let za podmínek, že dextran, je ve formě prášku, je Ĝádně vysušený 
a za laboratorní teploty bez pĜístupu vzduchu. Na vzduchu absorbuje vzdušnou vlhkost, 
což je nežádoucí jev. Pomocí autoklávu je možno roztoky dextranu sterilizovat. PĜi správném 
zacházení s těmito vzorky mohou být skladovány po dobu několika let, avšak za konstantní 
teploty. Dalšími technikami sterilizace (napĜ.μ ozaĜováním) mohou být vzorky zničeny. 
Během procesu sterilizace může docházek k drobným výkyvům pH nebo nažloutnutí roztoku 
frakcí, ale tyto děje nemohou narušit fyzikálně chemické vlastnosti vzorků. 
V 50 letech bylo prokázáno, že dextran je zdravotně nezávadný pro lidský organismus. 
Intravenózně podávané hodnoty δD50 dosahovaly v těle myší hodnoty 55 g∙kg−1, u králíků 
18 g∙kg−1 a psů 10 g∙kg−1. Vzhledem molekulové hmotnosti docházelo k mírným odlišnostem 
hodnot. Do lidského organismu je dextran vpraven orálně a způsobuje zvýšenou hladinu 
cukru a glykogenu v játrech. Hojně se dextran využívá jako náhrada krevní plazmy, 
napĜ.μ pĜi léčbě šoku, protože vlivem své vysoké molekulové hmotnosti neprostupuje stěnami 
cév a váže na sebe vodu. Tímto ukazuje, že má podobný efekt jako bílkoviny v krevní plazmě 
[34]. 
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Obrázek 5: Strukturní vzorec dextranu [35]. 
Chitosan 
V současné době nacházejí v medicíně uplatnění různé biopolymery, zejména pokud 
jsou biodegradabilní. εezi tyto polymery se Ĝadí chitosan, který je derivátem pĜírodního 
chitinu. Chitin byl poprvé popsán roku 1859 C. Rougetem, který studoval chemické a tepelné 
vlastnosti vláken chitinu. Později roku 1κλ4 byl potvrzen obsah glukosaminu a bylo 
prokázáno, že chitosan je deacetylovaný chitin. Začátkem 50. let 20. století byla pozorována 
struktura chitinu i chitosanu pomocí rentgenové difrakce, IČ spektroskopii a enzymatickou 
analýzou. 
Chitosan (chit), nebo jinak (1→4)-2-amino-2-deoxy-β-D-glukan, se Ĝadí mezi méně časté 
kationtové polymery. Vzniká alkalickou deacetylací chitinu, posléze zahĜíváním až k teplotám 
100 °C s 50% hydroxidem sodným nebo může být nahrazen pomocí enzymatického působení 
N-deacetyláz. Stupeň acetylace je hlavním rozdílem mezi chitinem a chitosanem. Definice 
stupně acetylace je dána poměrem glukosaminových jednotek k celkovému počtu 
glukosaminových a N-acetylglukosaminových skupin. V současné době je chitin druhým 
nejrozšíĜenějším biopolymerem hned za celulózou. Oproti chitinu disponuje chitosan větší 
chemickou a biochemickou reaktivitou. Chitosan se nerozpouští ve vodě ani ve většině 
organických rozpouštědel. Rozpouští se ve zĜeděných kyselinách, jako jsou kyselina mravenčí 
či octová, díky slabým bázím [36, 37]. 
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Obrázek 6: Strukturní vzorec chitinu a chitosanu [36] 
Hlavními zdroji chitinu jsou exoskelety členovců, schránky měkkýšů, schránky rozsivek, 
buněčné stěny hub, plísní a kvasinek. Největším producentem chitinu jsou Spojené státy 
Americké, Japonsko a Polsko. Dokáží za rok vyprodukovat až 60 Mt ze sladkovodního 
ekosystému a 1600 Mt z moĜských ekosystémů korýšů. εikrobiální zdroje začínají mít také 
obrovský potenciál v produkci chitinu, protože jejich produkce je efektivnější a disponuje 
nižší cenou [38]. 
Vzhledem k vlastnostem chitosanu je možné využití v mnoha aplikacích, ať už ve farmacii, 
biomedicíně, zemědělství a sahá až k textilnímu průmyslu. Ve farmacii a biomedicíně našly 
své široké uplatnění díky biodegradabilitě a biokompatibilitě jako nosiče léčiv, bandáží, 
očních a tělních implantátů nebo jako lékové formy pro Ĝízené uvolňování léčiv. Na trhu 
se začaly objevovat i chirurgické nitě, které disponují svou biodegradabilitou. Hojně 
se využívá chitosanu pĜi výrobě kontaktních čoček. Díky rozvoji implantátu v oboru 
tkáňového inženýrství se chitosan začíná používat pro výrobu tzv. scaffoldů, kde slouží jako 
matrice pro růst nových buněk v těle. Dochází k nahrazení poškozené tkání v těle, 
samozĜejmě za pomocí dalších látek, samotný chitosan takového děje není schopen. Dalším 
odvětvím využívající chitosan je kosmetika, kde se pĜidává do krému na zvlhčení pokožky 
a ve vlasové kosmetice. V potravináĜství se používá pro konzervaci pokrmů nebo 
v pĜípravcích na hubnutí, díky vlastnosti vázat na sebe tuk. V zemědělství se můžeme setkat 
s produkty, které zvyšují odolnost rostlin proti houbové a virové infekci [36, 39, 40]. 
Karagenan 
Název karagenan (kar) byl poprvé použit ve Stanfordu roku 1κ62, i když polysacharidy 
s podobnými vlastnostmi byly izolovány a popsány v roce 1844 výzkumným pracovníkem 
Schmidtem. Hlavním zdrojem karagenanu je Ĝasa Chondrus crispus, ale mohou to být i jiné 
Ĝasy podobné svými fyzikálními vlastnostmi a složením (napĜ.μ Gigartina stellata, atd..). ěasa 
Chondrus je také známá jako "irský mech", protože hojně roste ve Waterford v Irsku. Tseng 
roku 1λ45 navrhl, že název karagenan by měl být omezen pouze na polysacharid extrahované 
pouze z Chondrus crispus a Gigartina stellata. 
Karagenan patĜí do skupiny sulfatových polysacharidů. εezi nejrozšíĜenější patĜí tyto tĜi 
druhy kappa (ț), lambda (Ȝ) a iota (Ț) karagenan. Karagenan je frakcionován pomocí chloridu 
draselného do dvou samostatných frakcí. První frakce, kam patĜí kappa (ț) je schopna tvorby 
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gelu působením draselných iontů. δambda (Ȝ) a iota (Ț) karagenan tvoĜí druhou frakci, 
která je zcela imunní pro tvorbu gelu s chloridem draselným [41]. 
Po chemické stránce jsou karagenany lineárně a částečně sulfatované galaktany, složeny 
z opakující se jednotky D-galaktózy a jednotky 3,6-anhydro-D-galaktózy. Sulfátové skupiny 
jsou kovalentně pĜipojeny esterovou vazbou k atomům uhlíku C-2, C-4 nebo C-6. εnožství –
O-SO3 v sulfatovaných polysacharidech se pohybuje v rozmezí 0–41 hm. %, 
což má za následek negativně nabitými polymer. Typicky, obchodní ț-karagenan obsahuje 
22 hm. % síranu, Ț-karagenan 32 hm. % a Ȝ-karagenan 38 hm. %, i když velké rozdíly mohou 
nastat v důsledku rozdílů získání z druhu moĜských Ĝas. Tyto malé, ale skutečné rozdíly jasně 
ukazují, že vzorky karagenanu nejsou "ideálními" strukturami. εůžeme o nich hovoĜit 
jako o komplexních galaktózach na bázi polysacharidů, která je sulfatovaná v různých 
polohách a různými distribucemi. 
 
Obrázek 7: TĜi druhy karagenanuμ kappa (ț), iota (Ț) a lambda (Ȝ) [42]. 
Rozpustnost karagenanu je ovlivněna jeho druhem (ț, Ț, Ȝ-karagenan), obsahem solí, 
pH nebo teplotou. δambda karagenan je obecně nejlépe rozpustný díky absenci hydrofobní 
vazby 3,6-anhydrogalaktozu a na druhou stranu je Ĝetězec více sulfatován [41, 42]. 
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Hlavní uplatnění karagenanu je v potravináĜském průmyslu jako zahušťovadlo, emulgátor, 
želírující látka a je znám i jako pĜírodní stabilizátor E 40ι pro mléčné výrobky, šlehačky 
ve spreji či pudinky. V dětských pokrmech je snaha množství karagenanu omezit. 
Farmaceutický průmysl se pomocí karagenanu snaží vyvinout nosiče léčiv na označování 
tumorových tkání. Během vývoje se karagenan ukázal jako dobrý nosič, protože je schopen 
začlenit se do více než 50 mikroorganismů v gelové formě. Z této gelové formy by mohly 
vznikat nosiče léčiv, které dokáží zachovávat vysoký stupeň aktivity účinné látky [41, 42, 43]. 
Kyselina hyaluronová 
Kyselina hyaluronová (HA) se používá více než 20 let v Ĝadě produktů po celém světě. 
Chemikové Karl Meyer a jeho kolega John Palmer roku 1934 jako první izolovali neznámou 
chemickou látku z kravského očního sklivce. Tehdy zjistili, že objevená látka se jeví 
jako dobrý zdroj pĜírodních makromolekul. Komerční HA vyrobil roku 1λ42 Endre Balazs 
z vaječného bílku do pekaĜských výrobků. V pozdějších letech se začalo pro výboru HA 
využívat kohoutích hĜebínků. Termín „hyaluronan“ byl zaveden v roce 1986 v souladu 
s mezinárodní nomenklaturou chemikem E. Balazsem. Termín byl zaveden tak, že zahrnuje 
různé molekuly napĜ.μ sodná sůl kyseliny hyaluronové. Dnes je známo, že HA je polysacharid 
složen z opakujících se disacharidových jednotek kyseliny D-glukuronové a N-
acetylglukosaminu spojených stĜídavě β-1,4 a β-1,3 glykosidickými vazbami. 
 
Obrázek 8 Chemická struktura HA [44]. 
Jansen a spol. 2004 potvrdili díky svým studiím, že HA nevykazuje žádné známky 
cytotoxicity, je biokompatibilní, vysoce neantigenní a neimunogenní [44]. V dnešní době 
je možná izolace HA hned z několika možných zdrojů. εůžeme ji izolovat z kohoutích 
hĜebínků, pupečníkové šnůry, žraločí kůže. Problémem je, že se HA nevyskytuje samostatně, 
ale je vždy ve směsi s Ĝadou dalších molekul. Pro velkovýrobu je HA vyráběna pomocí 
bakterií Streptococcus zooepidemicus. Takto vyráběný HA eliminuje vedlejší nežádoucí 
produkty a vyznačuje se svou vysokou čistotou a molekulovou hmotností [45]. 
Vzhledem k pĜirozenému výskytu v lidském těle nachází HA využití v kosmetice. 
Uplatnění nachází v medicíně, kdy se využívá nízkomolekulový HA v hojení Ĝezných ran 
či popálenin. Tuto látku je možno využít na vnitĜní aplikace, pĜi chirurgických zákrocích 
nebo pĜi zvlhčování povrchu oka. Vysokomolekulový hyaluronan se uplatňuje v pĜípadech 
obnovení chrupavky a je nedílnou součástí doplňků stravy či léků. Nosiče léčiv jsou dnes 
velice rozvíjející se oblastí a i zde se snaží HA najít využití pro její biokompatibilitu [46]. 
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Polystyren sulfonát 
Polystyrén sulfonát (PSS) je syntetický polymer odvozený od polystyrenu. Obsahuje 
kyselé sulfonátové nebo sulfonové funkční skupiny. Zabarvení polymeru ve velmi čistém 
stavu je bílé. Polymer je dobĜe rozpustný v destilované vodě. Naopak zesítěný materiál 
se nerozpouští ve vodě a obvykle má poté jantarové zbarvení. 
PSS je široce používán na odstranění iontů z roztoku pro technické a lékaĜské aplikace. 
Do chemických laboratoĜí se obvykle dodává v sodné a vápenaté formě. Využití nachází 
jako draslíkové pojivo v akutních a chronických onemocnění ledvin a pro osoby s abnormální 
hladinou draslíku v krvi. Polystyrénové sulfonáty jsou podávány ústy s jídlem nebo rektálně 
[47]. 
 
Obrázek 9: Struktura polystyren sulfonátu 
3.2.2 Aminokyseliny 
Aminokyseliny jsou biologicky důležité organické sloučeniny obsahující aminovou (–NH2) 
a karboxylovou (–COOH) funkční skupinu. Klíčové prvky aminokyselin jsou uhlík, vodík, 
dusík a kyslík. Jsou základními stavebními jednotkami bílkovin. V pĜírodě se vyskytuje okolo 
500 aminokyselin, ale pouze 20 z nich je označováno biogenní aminokyseliny. Do této 
skupiny patĜí i níže vybrané látky [48]. 
Arginin 
Arginin patĜí do skupiny semiesenciálních kódovaných aminokyselin. Často je využíván 
i jeho systematický vzorec (2S)-2-amino-5-guadinovalerová kyselina. εůžeme jej najít i pod 
zkratkou Arg nebo jenom R. Tato látka spadá do skupiny silně bazických aminokyselin, kvůli 
pĜítomnosti guanidinové skupiny na konci Ĝetězce. Arginin obsahuje asymetrický atom 
uhlíku, existuje proto ve dvou enantiomerních konfiguracích – D a L. Bílkoviny poskytují 
pouze L-formy. 
Součástí močovinového cyklu je biosyntéza argininu, kdy je prekurzorem ornitin. 
V průmyslové výrobě je možnost výroby jako u většiny aminokyselin s využitím 
mikroorganismů, chemickou syntézou nebo kombinací chemických syntéz s biochemickými 
postupy. Hojně je používán jako ochucovadlo potravin a součást krmiv pro užitková zvíĜata, 
jako konzervační a antioxidační pĜípravek. Arginin je dnes velice populární v oblasti 
kulturistiky, kdy napomáhá rychlému růstu svalové hmoty. Pro lidské tělo může mít i mnoho 
dalších využití jako je kontrola močoviny v těle, hojení ran či buněčné dělení [4λ, 50]. 
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Obrázek 10: Strukturní vzorec argininu 
L-lysin 
Lysin (lys) patĜí do skupiny tzv. esenciálních aminokyselin, které se nesyntetizují 
v lidském těle pĜirozeně, ale je zapotĜebí jej dodávat v potravě či vitamínech. Ve své struktuĜe 
obsahuje dvě aminoskupiny, díky kterým se Ĝadí mezi zásadité aminokyseliny. Aminoskupiny 
jsou v molekule lysinu navázaný na α-uhlíku a İ-uhlíku. Umístění skupin je prováděno 
polymerací a vznikají tak α-pyly-lysin a İ-poly-lysin. 
Poly-lysin (PL) je homopolypeptid patĜící do skupiny kationtových polymerů. Kladně 
nabitý syntetický polymer aminokyseliny může mít buď δ nebo D uspoĜádání, kdy δ a D 
se vztahují k chiraritě na centrální atom lysinu. PL je rozpustný ve vodě, netoxický 
pro člověka a stabilní pĜi vysokých teplotách. Vzhledem k jeho biologické odbouratelnosti 
je velice šetrný vůči životnímu prostĜedí. 
Pomocí lysinu se proteiny a buňky snadněji pĜipoutávají na povrch pevných látek 
pro biologické aplikace, kde posléze probíhá růst a vývoj mnoha buněčných typů. 
V histochemických aplikacích se používají pro potahování podložního sklíčka na podporu 
pĜipojení buněk [51]. Po schválení organizací GRAS (Generally Recognized as Safe, 
Všeobecně považovaný za bezpečný) se užívá jako pĜídatná látka v potravináĜství. Vzhledem 
k jeho silné mikrobiální aktivitě může být použit jako konzervační prostĜedek 
v potravináĜském průmyslu. Pokud má PL molekulovou hmotnost okolo 2 000–5 000 ppm 
vykazuje perfektní konzervační účinky napĜíklad v pĜípadě mletého rybího masa a chlazeného 
vepĜového masa [51, 52, 53]. 
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Obrázek 11: L-lysin 
3.3 Metody charakterizace gelĤ 
Vlastnosti gelových systémů mohou být stanovovány Ĝadou různých metod. Jako základní 
metody charakterizace jsou považovány reometrické charakteristiky, kterými je možno zjistit 
informace o tokových vlastnostech studovaných materiálů. Pro studium transportních 
vlastností a reaktivity biopolymerů inkorporovaných v agarózových gelech byly použity 
jednoduché difuzní experimenty (difuze v roztoku, určení koeficientu samodifuze). 
Výše uvedené vlastnosti hydrogelových systémů mohou být zkoumány na makro i mikro 
úrovni. V kapitole 3.3.1 jsou specifikovány principy vybraných metod, využitých v rámci 
experimentální části této diplomové práce. 
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3.3.1 Principy použitých metod 
Makroreologie 
Reologie je věda, která sleduje tvarové změny látek. Změny, které vznikají působením 
vnějších sil. Dá se také Ĝíci, že je to nauka o toku látek. Účinkem vnějších sil nastane 
deformace, jež buď vratně vymizí po jejím odstranění, a poté mluvíme o elastickém chování 
reálných materiálů. Toto chování je vykazováno spíše tuhými látkami. Energie vynaložena 
na deformaci se ukládá a uvolní se po relaxaci tuhé látky. Působíme-li na hmotu sílou 
a ta díky tomu teče a tok se zastaví, ale neobrátí, je-li síla odstraněna, mluvíme o viskózním 
chování a to je charakteristické pro materiály tekutého charakteru. Vynaložená energie 
je disponována jako teplo. Toto jsou dva extrémy a mezi nimi jsou systémy a jejich odezva 
na aplikovanou sílu záleží na době, po kterou síla působí. Veškeré reálné materiály, 
které mohou být popsány z mechanického hlediska, jsou viskoelastické [54]. 
Mikroreologie 
εezi jednu z nejdůležitějších a nejčastěji studovaných vlastností polymerních roztoků 
či gelu je sledování smykového modulu vyjadĜující určitou viskozitu a elasticitu materiálů. 
Pro měĜení těchto vlastností se využívá makroreologie nebo její mladší technika zvaná 
mikroreologie. Rozdíl v těchto dvou metodách spočívá v pĜístupu měĜení výše zmíněných 
vlastností. εakroreologie poskytuje souhrnné nebo průměrné charakteristiky zvoleného 
materiálu. εikroreologie se dokáže podívat do materiálů a měĜit v různých místech, 
tedy dokáže lépe popsat lokální odchylky vlastností materiálu. Nevýhodou makroreologie 
je vysoká spotĜeba vzorku v porovnání s mikroreologií. PĜístupy reologických měĜení nám 
poskytují velice cenné informace o strukturním uspoĜádání a určitých mechanických 
vlastnostech, pro celou Ĝadu materiálů. V závislosti na systému je potĜeba zvolit vhodnou 
techniku měĜení. Z toho důvodu byly vyvinuty nové mikroreologické techniky, které pracují 
s velice malými objemy Ĝádově v mikrolitrech. Mikroreologie využívá drobných částic, které 
jsou pĜidané do zkoumaného materiálu, a následně je sledován pohyb těchto částic ve vzorku. 
Volba vhodných částic je jedním z klíčových kroků ovlivňující výsledky měĜení. Je zapotĜebí, 
aby velikost částic byla větší než očekávaná velikost ok sítě vzorku. Hustota části by měla 
odpovídat hustotě vzorku, aby nedocházelo k sedimentaci částic. Zároveň povrchy částic musí 
být inertní vůči povrchu částic ve vzorku. Podle způsobu pohybu částic se mikroreologie dělí 
na aktivní a pasivní. Aktivní mikroreologie využívá aktivní manipulace částic za pomocí 
magnetického a elektrického pole. Na vzorek je vkládán vnější tlak a výsledné napětí 
je využito k zjištění smykového modulu. Pasivní mikroreologie využívá Brownova pohybu 
začleněných částic do vzorku. V tomto pĜípadě se pracuje s tepelnou energií sondy k určení 
reologických vlastností a strukturou materiálů [55, 56]. 
Dynamický rozptyl světla (DLS) 
V současně době je DLS jednou z nejčastěji používaných metod pro měĜení velikosti částic 
a charakterizaci distribuce velikosti částic. Principem metody je měĜení intenzity světla 
rozptýleného molekulami v daném vzorku v závislosti na čase. Pomocí Brownova pohybu 
dochází k difuzi molekul v roztoku, kdy sledováním pohybu částic vůči detektoru, se zvyšuje 
nebo snižuje frekvence rozptýleného záĜení. Snižováním či zvětšováním frekvence 
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rozptýleného záĜení dochází k fázovým rozdílům mezi rozptýlenými vlnami, u kterých 
dochází díky změnám k vzájemné interferenci. SamozĜejmě jako každá metoda má i tahle 
ovlivňující faktory, které je zapotĜebí brát v úvahu, ať už v průběhu měĜení nebo pĜípravě 
vzorků. 
Základem metody je Brownův pohyb částic, u kterého s rostoucí teplotou dochází 
k rychlejšímu pohybu částic. Dalším faktorem je prostĜedí, ve kterém se částice vyskytují. 
Vlivem vysoce viskózního roztoku dochází ke zpomalení pohybu molekul. Posledním 
faktorem je velikost částic, kdy s rostoucí velikostí částic dochází k pomalejšímu pohybu. 
Stanovení korelační funkce v systémech s různou velikostí částic je obtížnější, než v pĜídě 
systémů tvoĜených částicemi o stejných rozměrech [57, 58,59]. 
ZaĜízení pro měĜení dynamického rozptylu částic se nazývá Zetasizer využívající 
jako zdroj světla laser. Po ozáĜení vzorku laserem projde větší část paprsku nezměněna 
a pouze malá část je rozptýlena částicemi. K rozptylu částic dochází ve všech směrech, 
tudíž nezáleží na umístění detektoru, protože v každém místě je intenzita rozptylu různá. 
Ve většině pĜístrojů se detektor usazuje v uhlů λ0° nebo 1ι3°. Detektor musí být ustaven 
v pĜístroji ve správné vzdálenosti, aby nedocházelo k pĜetíženosti. V pĜípadě vzorků 
s vysokou či nízkou koncentrací, je zapotĜebí regulovat intenzitu laserového paprsku, 
aby nedocházelo k ovlivnění výsledků. Digitální korelátor měĜí stupeň podobnosti dvou 
signálů za určitý časový úsek, kdy v krátké době je signál velice podobný a posléze se snižuje 
až do doby, kdy korelace dosáhne nuly [60]. 
Fluorescenční korelační spektroskopie (FCS) 
Fluorescenčně korelační mikroskopie je velice cenným nástrojem v oblasti biologie 
pro získávání  informací ohledně prostorového a funkčního uspoĜádáním fluorescenčně 
značených, či autofluorescenčních molekul. V rámci techniky je nutné objasnit pojem 
fluorescence. Fluorescence je děj, pĜi kterém molekuly po excitaci elektromagnetickým 
záĜením pĜejdou zpět do základního stavu vyzáĜením energie ve formě fotonu o nižší energii. 
Metoda byla poprvé aplikována roku 1972 [61]. 
Pro analýzu vzorků je tedy zapotĜebí fluorescenčních částic, nebo zmiňované schopnosti 
autofluorescence vzorku. Vzorek je pozorován laserem v určitém místě, v tzv. konfokálním 
objemu. Tento objem má elipsoidní tvar a důsledkem ozáĜení vzorku laserem dojde k excitaci 
fluorescenčních částic. Vzniklé emitované fluorescenční záĜení je pĜenášeno do fotodetektoru. 
Hlavním principem metody je pozorování kolísání intenzity fluorescence difundujících látek. 
Vlivem rychlosti difuze a velikosti konfokálního objemu je určována doba fluorescenční 
fluktuace. Takto jsou stanoveny difuzní koeficienty. εěĜením jsme schopni stanovit taktéž 
informace o molekulárním jasu, či koncentraci. Záznamy a analýzy časové fluktuace intenzity 
fluorescence využívají autokorelační funkce, kdy difuzní koeficient souvisí s difúzním časem 
[62]. 
FCS metoda je velice často využívaná ke zkoumání buněk, tkání či organických materiálů. 
Velice časté využití nachází v imunologii, kdy takto můžeme sledovat fluorescenčně značené 
protilátky navázané na antigeny. Vlivem možnosti využití fluorescenčních částic jako sond, 
jsme schopni s jejich pomocí stanovovat pH a koncentraci iontů v živých soustavách [62]. 
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Sestava FCS je velice podobná klasickému konfokálnímu mikroskopu (Obrázek 12). 
Složitý systém obsahuje epifluorescenční mikroskop s vodným, suchým a olejovým 
objektivem. Pro různé spektrální oblasti je vybaven čtyĜmi lavinovými fotodiodami. 
Pikosekundové laserové hlavice jsou používány jako zdroj záĜení s možností nastavení 
různých vlnových délek [63]. 
 
Obrázek 12μ Znázornění principu FCS. A) epifluorescenční mikroskop s časovou fluktuací 
intenzity fluorescence. B) tvar excitačního paprsku s naznačeným idealizovaným konfokálním 
objemem. C) fluorescenčně značený vzorek polymer [63]. 
Difuzní experimenty 
Pojem difuze pĜedstavuje samovolné pronikání částic jedné látky mezi částice druhé látky 
se snahou o rovnoměrné prostoupení celého systému. Tento proces může probíhat 
v kapalném, pevném i plynném prostĜedí a je zapĜíčiněn neuspoĜádaným pohybem částic. 
Částice mají tendenci pĜecházet z prostĜedí o vyšší koncentraci do prostĜedí o koncentraci 
nižší. Pohyb částic je ovlivněn jejich velikostí, teplotou a vlastnostmi daného prostĜedí [64]. 
Pro studium transportních vlastností pĜipravených hydrogelů byla využita tzv. metoda 
konstantního zdroje. V těchto difuzních experimentech dochází k difuzi sledované látky 
do prostĜedí, které je nekonečně dlouhé. V tomto pĜípadě pojem nekonečně dlouhé znamená, 
že nedojde během difuzního experimentu k prodifundování sledované látky pĜes celé difuzní 
prostĜedí. Směrem od rozhraní roztok/gel dochází k poklesu koncentrace látky ve vzorku 
až na nulovou hodnotu. Po uplynutí určitých časových intervalů je stanovena koncentrace 
difundující látky v prostĜedí. 
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Model má následující okrajové podmínky:  
0t  0>x  0ic  
 0x  0cci   
0>t  0x  0cci  . 
Pomocí úprav Fickových zákonů dostat rovnice ve tvaruμ 




tD
x
erfcci
1
0 4
 (1) 
Kde 0c je ve zdrojovém roztoku konstantní koncentrace a množství transportované látky 
je možno pĜepočítat na jednotku plochy, dle následujícího vzorce: 
.2 10
x
tD
cmcelkem

 
(2) 
Pomocí lineární závislosti difuzního toku ( celkemm ) je možno zjistit hodnotu difuzního 
koeficientu (D1) [65].   
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4 SOUČůSNÝ STůV ěEŠENÉ PROBLEMATIKY 
Diplomová práce se zabývá tématem, které je Ĝešeno v evropském projektu COST (číslo 
projektu δD 1504ι) biokoloidní skupinou na Fakultě chemické Vysokého učení technického 
v Brně. Cílem toho projektu je získat nové poznatky o vztahu mezi strukturou hydrogelů 
a jejich tokovými a transportními vlastnostmi na mikroskopické a makroskopické úrovni. 
K dosažení těchto cílů budou využity kombinace moderních metod strukturních 
a mikroreologických analýz s experimentálními technikami stanovení difuzních charakteristik 
polotuhých materiálů. Navržené experimenty budou realizovány na modelových hydrogelech 
na bázi agarózy s pĜidaným polymerem. 
4.1 Makroreologická charakteristika 
AutoĜi práce [66] studovali vliv aniontového polysacharidu ț-karagenanu v želatinových 
gelech. Želatina spolu s ț-karagenanem vytváĜí bio polyelektrolytový komplex. PĜídavek 
polysacharidu do želatinových gelů ovlivňuje reologické vlastnosti. 
εěĜení byla prováděna na reometru Physica εCR301, kde byly gely proměĜeny 
v geometrii kužel–deska. Všechny experimenty byly prováděny za konstantní teploty, 
s různou amplitudou, konstantní nebo různou frekvencí. V této studii bylo prokázáno, že gely 
želatiny a ț-karagenanu jsou fyzikálními gely. Z grafu je vidět, že viskoelastické chování 
v lineární oblasti nezávisí na frekvenci. εodul tuhosti modifikovaných gelů je mnohem vyšší 
než u jednotlivých komponent (Obrázek 13). 
 
Obrázek 13 Frekvenční závislostí na paměťový modul a ztrátový modul ț-karagenan, želatina 
a ț-karagenan želatiny komplexů; koncentrace jsou uvedeny na obrázku. 
PĜidáním malého množství ț-karagenanu v poměrně koncentrovaném gelu vede 
ke zvýšení ztrátového modulu, ale nedochází k ovlivnění paměťového modulu. εůžeme 
se tedy domnívat, že malý pĜídavek ț-karagenan změní mezimolekulární vazby v existujících 
v želatinových gelech. 
Ve studii [67] autoĜi zkoumali viskoelastické vlastnosti hydrogelů pĜipravených 
z chitosanu a 1,2-propandiolu. U vzniklých gelů byla měĜena závislost ztrátového 
a paměťového modulu pĜi různých teplotách za využití geometrie kužel–deska. V této studii 
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bylo zjištěno, že viskoelastické vlastnosti neovlivňuje jen teplota, ale i čas. Jedna sada 
pĜipravených vzorků byla proměĜena ihned a druhá sada vzorků až za měsíc. Výsledky měĜení 
měly pĜibližně stejný ztrátový modul, ale výrazně se odlišovaly paměťové moduly. 
V práci [68] bylo používáno gelů pĜipravených z jedlého škrobu s pĜídavkem hydroxidu 
sodného (síťovací činidlo). Vědci se v pĜípadě takto pĜipravených vzorků zabývali studiem 
gelatinizace a viskoelastických vlastností. U škrobu byly měĜeny strukturální změny během 
gelace pomocí dynamických oscilačních testů o stanovené frekvenci 0,1 Hz v rozsahu teplot 
40–85 °C. V práci bylo zjištěno, že teplota gelace klesá s rostoucí koncentrací škrobu, 
ale hodnota ztrátového modulu roste s rostoucí koncentrací škrobu ve vzorku. 
4.2 Mikroreologická charakterizace 
V článku od Fatin-Rouge, Starchev, et. [69] došli k závěru, že metoda FCS je velice 
nápomocná pĜi studiu malých molekul nebo koloidů v komplexních, heterogenních 
a pĜeplněných prostĜedcích jako jsou nanoporézní materiály, polymerní roztoky a gely. 
Ve srovnání s jinými technikami napĜ.μ dynamický rozptyl světla, nabízí FCS tu výhodu, 
že sledujeme pouze fluorescenční signály, a proto není signál ovlivněn pozadím vzorku. 
AutoĜi této publikace zvolili jako modelové gely hydrogely na bázi agarózy, jelikož jsou 
tyto hydrogely často považovány za model mikrobiálních biofilmů nebo buněčných 
cytoplazem. Pro získání mikroreologických charakteristik autoĜi využili nanočástice 
o velikostech 1–140 nm. V této studii zjistili, že ι0 nm byl maximální možný poloměr částic, 
které byly schopny pohybu v agarozovém gelu (1,5 hm. %). Další nejasnosti vznikají 
pĜi snížení částic na menší než 40 nm, kdy docházelo k zachycení, což naznačuje, že proces 
difúze částic může být popsán pouze jako anomální, protože pĜipojení závisí na zmenšené 
velikosti částic. 
V další studii [70] byl studován transport v gelech na bázi agarózy. K měĜení vzorků v této 
práci využívali fluorescenční korelační spektroskopii (FCS) a maloúhlový rozptyl neutronů 
(SANS). Výsledky měĜení těchto metod byly porovnávány a byla zjištěna distribuce velikosti 
prázdných prostorů. Na základě těchto dvou metod bylo zjištěno, že agarozové gely nemají 
snadnou strukturu a proto jsou stále intenzivně studovány. Difuze v těchto gelech je zajímavá 
pro své veliké uplatnění ve farmacii, biologii a životním prostĜedím. Pro zkoumáním 
vlastnosti porozity u těchto hydrogelů použili sondy. V pĜípadě FCS metody využili částice 
Rhodaminu 6G, R-phycoerythrin a parvalbumin. K měĜení byl použit vodní objektiv 
a intenzita fluorescence byla měĜena s lavinovou fotodiodou (SPCM-200-PQ). Akviziční časy 
200 sekund byly použity k optimalizaci poměru signálu k šumu. Kolísání intenzity signálu 
pĜi měĜení vzorku bylo způsobeno fluorescencí v konfokálním objemu 
AutoĜi práce [71] studovali mikroreologické vlastnosti s pomocí metody DLS a FCS. 
Zabývali se závislostí vlnového vektoru na relaxační dynamice pĜi dvou teplotách uvnitĜ gelu 
a dvou teplotách ve stavu solu. Byla nalezena silná závislost rozptylu vlnového vektoru 
na korelační funkci solu, ve kterém bylo měĜení učiněno pĜi větším rozptylu vektoru, 
což má za následek rychlejší de-korelaci autokorelační funkce. V celém zkoumaném rozsahu 
rozptylu vlnových vektorů byl vidět dvoustupňový pokles korelační funkce, rychlý rozpad 
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v časovém měĜítku 10−4 s a pomalý rozpad za delší dobu, až několik sekund pro nižší hodnoty 
vlnového rozptylu vektoru. 
4.3 Difuzní experimenty 
V další publikované práci [30] byly prováděny experimenty s huminovými látkami 
na agarózových hydrogelech, kde autoĜi sledovali, jak ovlivňují interakce huminových látek 
mobilitu iontových barviv v hydrogelech. V této práci použili jednoduché metody měĜení 
pro studium difuze v hydrogelech s rovnoměrně rozptýlenými huminovými kyselinami. 
Difuzní procesy byly snadno proveditelné a byly dobĜe vysvětleny matematickým aparátem 
pro vyhodnocení dat. Hlavním cílem bylo otestovat použitelnost metody difuzních buněk 
na studium interakcí mezi huminovými kyselinami a modelem organického barviva –
 methylenová modĜ. 
Gely byly pĜipravovány standardními postupy v deionizované vodě s určitou koncentrací 
huminových kyselin a 1 hm. % agarózy. Takto pĜipravená směs byla zahĜívána nad teplotu 
80 °C a pĜevedena do Petriho misek a forem pro difuzní cely. εěĜení v této práci 
byly prováděny na reometru AR–G2 a v difuzních celách. V této práci se také zaměĜili 
na vodivostní měĜení vzorků, pro zjištění uvolňování huminových látek z gelů. Výsledky 
těchto měĜení měly popsat společné působení a celkový vliv na dopravu iontových 
rozpuštěných látek v reaktivních hydrogelech. 
V měĜení difuzního toku modĜi v agarozovém hydrogelu bylo zjištěno, že difuzní tok 
postupně klesá se suchým podílem pevných látek v hydrogelu, pĜičemž časový posun se zdá 
být nezávislý na suchém obsahu látek v gelu pĜi všech sledovaných teplotách (25, 40, 50 °C). 
Navíc gely s vyšším obsahem sušiny měly větší obsah barviva. Vazba methylenové modĜi 
k huminovým kyselinám silně zpomaluje jeho transport. Difúzní techniky, použity v těchto 
experimentech pĜedstavují zajímavý alternativní pĜístup k tradiční studii a mapování 
reaktivity v systémech, které obsahují huminové látky a podobné reaktivní sloučeniny. 
Tato metoda není náročná a může být použita s drobnými úpravami pro různé polotuhé 
nebo pevné vzorky. 
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5 EXPERIMENTRÁLNÍ ČÁST 
5.1 Použité chemikálie 
 hydroxid sodný, p.a., Penta Chrudim 
 kyselina hyaluronová (Sochibios, bio-sodium hyaluronate powder MMW CHP130419) 
 ț-karagenan, Sigma Aldrich Inc. 
 chitosan, Sigma Aldrich Inc. 
 agaróza, Sigma Aldrich Co., for routine use 
 dextran, Sigma Aldrich Inc. 
 L-lysin, Sigma Aldrich Inc. 
 alginát sodný, SAFC 
 arginin, Sigma Aldrich Inc. 
 Microparticle size standard based on polystyrene monodisperse, Fluka Analytical, 0,1 µm 
 Latex beads, carboxylate-modified polystyrene, fluorescent yellow-green, Sigma Aldrich 
Inc., 0,03 µm 
 Latex beads, amine-modified polystyrene, fluorescent orange, Sigma Aldrich Inc., 0,1 ȝm 
 kyselina octová 99 %, p.a., Penta Chrudim 
 polystyren sulfonate, Sigma Aldrich 
 Rhodamin 6G, Sigma Aldrich 
 destilovaná voda 
5.2 Použité pĜístroje a zaĜízení 
 pH metr WTW pH 330 
 analyzátor vlhkosti Denver Instrument IR 35 
 analytické váhy Sealtec SBC 31 
 magnetické míchačky Variomag Poly a Heidolph εR HEI-Standard 
 AR–G2 Rheometer TA Instrument 
 lednice (Gorenje fresh and cool) 
 UV–VIS spektrometr Varian Cary50 
 sušárna Venticell 
 topná deska ETA 2107 
 pĜenosný teploměr Gεε 1ι5 Greisinger 
 ultrazvuk UCC 1 Ultrasonic Compaq Cleaner powersonic 
 ZetaSizer Nano Series (Malvern) 
 Fluorescenční korelační spektroskop (MicroTime 200, PicoQuant GmbH) 
5.3 Elementární analýza agarózy 
Agaróza uvedena v pĜedchozích kapitolách využívaná pro tuto práci byla analyzována 
základními analytickými metodami, do kterých spadá i elementární analýza. Testy 
elementární analýzy byly prováděny na CHNSO εikroanalyzátoru Flash 1112, který vyrobila 
firma Carlo Erba. Všechna měĜení byla realizována na Ústavu struktury a mechaniky hornin 
Akademie věd České republiky v Praze (ÚSεH AVČR). 
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5.4 PĜíprava roztokĤ polymerĤ 
Vzhledem k rozsahu koncentrační Ĝady biopolymerů v agarózových hydrogelech bylo 
zapotĜebí pĜipravit roztoky o koncentraci 1 g∙l−1. Pro tyto účely byla navážka 0,1 g 
biopolymeru (alginát, arginin, dextran, karagenan, kyselina hyaluronová, L-lysin, polystyren 
sulfonát) pĜevedena do odměrné baňky a doplněna na požadovaný objem 100 ml destilovanou 
vodou viz Tabulka 2. 
Vzorky byly následně míchány po dobu 24 hodin, aby došlo k dokonalému rozpuštění 
navážky biopolymeru ve vzorku. Pouze v pĜípadě chitosanu bylo zapotĜebí navážku 0,1 g 
rozpustit v pĜedem pĜipraveném vodném roztoku 5 hm. % kyseliny octové v 50 ml odměrné 
baňce, aby došlo k jeho rozpuštění, protože je ve vodě nerozpustný. Opět byl roztok jako 
u pĜedchozích biopolymerů ponechán na míchačce 24 hodin za laboratorní teploty. 
Po uplynutí 24 hodin bylo upravováno pH roztoku chitosanu pomocí 2M hydroxidu sodného 
na pH ι. Takto vytvoĜený roztok byl pĜeveden do odměrné baňky 100 ml a doplněn 
na požadovaný objem destilovanou vodou. Všechny pĜipravené roztoky biopolymerů byly 
po uplynutí 24 hodin odebrány z magnetické míchačky a uloženy v lednici. 
Tabulka 2μ Navážky pro jednotlivé polymery. 
Biopolymery Navážka [g] 
alginát 0,103 
arginin 0,105 
dextran 0,106 
chitosan 0,104 
karagenan 0,108 
kyselina hyaluronová 0,103 
L-lysin 0,109 
polystyren sulfonát 0,108 
5.5 PĜíprava hydrogelových forem s biopolymery 
Hydrogely v této diplomové práci byly pĜipraveny pomocí termoreverzibilního 
polysacharidu agarózy. Koncentrace agarózy v hydrogelech byla 1 hm %. V těchto 
hydrogelech byly rovnoměrně rozptýleny během pĜípravy hydrogelů biopolymery. 
Koncentrační Ĝada pro každý pĜidaný biopolymer byla 0; 0,002; 0,005; 0,01 a 0,1 hm. %. 
Postup pĜípravy roztoků biopolymeru, které byly využity pro tvorbu gelů, byl popsán 
v kapitole 5.4. 
Vzorky gelů byly pĜipravovány na objem 20 ml v malých kádinkách, kdy do kádinek bylo 
pĜevedeno 0,1 g práškové agarózy a dále potĜebné množství vody a navážka biopolymeru 
(viz. Tabulka 3). Takto pĜipravené vzorky byly dále jednotlivě vloženy na topnou desku 
a za stálého míchání ponechány zahĜívat až na teplotu 85 °C, která je potĜebná pro rozpuštění 
agarózy. Následně byly vzorky pĜevedeny do potĜebné formy, kde ochlazením vznikla 
zesítěná hydrogelová forma agar-polymer. Tento postup byl u všech vzorků prováděn stále 
stejným způsobem. 
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Tabulka 3: PĜíprava koncentrační Ĝady. 
Koncentrace 
[hm. %] 
Agaróza 
[g] 
Roztok polymeru 
[ml] 
Destilovaná voda 
[ml] 
0 0,1 0,0 10,0 
0,002 0,1 0,2 1,0 
0,005 0,1 0,5 0,5 
0,010 0,1 1,0 0,2 
0,100 0,1 10,0 0,0 
5.6 Charakterizace pĜipravených hydrogelĤ 
5.6.1 Stanovení obsahu sušiny 
Prováděný experiment se zaobíral stanovením obsahu sušiny v agarózových hydrogelech, 
které byly využívány v rámci této diplomové práce. Principem měĜení bylo studium změn 
sušících charakteristik agarózových hydrogelů pĜipravených dle postupu uvedeného 
v kapitole 5.5. Pro samotnou analýzu byly vždy pĜevedeny 2 g hydrogelu na hliníkovou 
misku, která byla vložena do analyzátoru vlhkosti. Úbytky hmotnosti hydrogelů byly 
sledovány pĜi teplotě 110 °C a ukládány do počítače v intervalu 30 vteĜin až do konstantní 
hmotnosti hydrogelu. Data získána pomocí analyzátoru vlhkosti byla vyhodnocena pomocí 
MS Excel. 
5.6.2 MČĜení reologie 
V následujícím experimentu bylo využíváno jednoduchých oscilačních testů (frekvenční 
a amplitudový test; za pomocí titanového senzoru deska–deska o průměru 40 mm, ke zjištění 
mechanických vlastností hydrogelů pĜipravených dle postupu uvedeného v kapitole 5.5. 
Samotné měĜení bylo prováděno tak, že vzorek byl nadávkován na stacionární desku 
reometru a poté stlačen na požadovanou tloušťku (1000 mikrometrů). Na vzorek byla 
v průběhu celého měĜení vyvinuta maximální možná stlačovací síla 5 N. Po pĜedchozím 
stlačení, byl vzorek podroben relaxaci pĜi teplotě 25 °C po dobu 5 minut. V prvé Ĝadě 
byl prováděn frekvenční test, poté následovala relaxace a amplitudový test. 
U frekvenčního testu byla měněna frekvence oscilací, ale amplituda napětí byla udržována 
v konstantní hodnotě. V pĜípadě amplitudového testu byla měněna amplituda deformace, 
ale zachována konstantní frekvence oscilace. Frekvenční test pro experimentální část 
byl nastaven následovněμ rozsah frekvencí oscilací 0,01–20 Hz, za konstantní amplitudy 
napětí 0,1 % (na základě pĜedchozích amplitudových testů bylo vybráno vhodné amplitudy 
napětí). Pro amplitudový test, byla nastavena konstantní frekvence oscilace 1 Hz a amplituda 
měněna v rozsahu 0,01 % – 200 %. Pomocí průtokového termostatu typu Haake DC5 
byly vzorky po celou dobu měĜení temperovány na konstantní teplotu 25 °C. 
5.6.3 DLS mikroreologie 
Pro mikroreologickou charakterizaci vzorků hydrogelů v rámci diplomové práce byl využit 
pĜístroj Zetasizer Nano ZS, který obsahuje rozšíĜení pro mikroreologické analýzy. Samotná 
mikroreologická měĜení vycházejí z metody dynamického rozptylu světla. Ve vzorcích 
se sleduje pohyb částic o pĜesně definované velikosti (Polystyren latex, velikost 100 nm). 
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Z rozdílných hodnot naměĜených koeficientů samodifuze se následně určí viskoelastické 
charakteristiky studovaného materiálu. Pro mikroreologickou analýzu byly jednotlivé vzorky 
hydrogelů (viz kapitola 5.5) pĜipraveny pĜímo do spektrofotometrických kyvet (plastové 
kyvety, objem 3,5 cm3, tloušťka stěny 1 cm). Vzorky hydrogelů navíc oproti postupu, který 
je popsán v kapitole 5.5, obsahovaly pĜidané homogenně rozptýlené polystyrenové částice. 
PĜed samotným měĜením jednotlivých vzorků bylo nutné zvolit optimální poměr pĜidaných 
částic polystyrenu vzhledem ke koncentraci agarózy. Nejprve byly analyzovány agarozové 
hydrogely o koncentraci 0,1 a 1 hm. %. K takto pĜipraveným vzorkům byly pĜidány 
polystyrénové částice (velikost částic 100 nm) o objemu 10 a 20 µm (viz Tabulka 4). 
Toto měĜení bylo opakováno tĜikrát. 
Tabulka 4: PĜíprava gelů s polystyrénovými částicemi. 
Koncentrace agarózy 
[hm. %] 
Objem částic 
[µm] 
0,1 10 
0,1 20 
1 10 
1 20 
Po provedené optimalizaci techniky pro hydrogelové systémy byly následně analyzovány 
vzorky s rozdílným obsahem jednotlivých biopolymerů. V této části měĜení byly zvoleny 
vzorky s nejvyšší a nejnižší koncentrace (0,002 a 0,1 hm. %) pĜidaných biopolymerů. 
Jednotlivá měĜení byla zpracována v Zetasizer softwaru a následně exportována 
a vyhodnocena pomocí programu MS Excel. 
5.6.4 FCS mikroreologie 
Stejně jako v pĜípadě metody DδS bylo potĜeba provést optimalizace nastavení parametrů 
mikroskopu pomocí čistých agarózových hydrogelů bez pĜídavku biopolymerů. V rámci této 
metody byly použity dva typy fluorescenčně značených polystyrenových částic o velikosti 
100 nm (kladně nabité částice) a 30 nm (záporně nabité částice), které byly do vzorku pĜidány 
dle náboje biopolymerů. 
Jednotlivé vzorky biopolymerů (pĜíprava viz kapitola 5.5) s homogenně rozptýlenými 
fluorescenčně značenými částicemi byly pĜipraveny do držáků sloužících pro FCS 
mikroskopii. Aby nedocházelo k interakci použitých částic s biopolymery v hydrogelech, byly 
pro čistou agarózu, alginát, HA, karagenan a PSS využity záporně napité částice (velikost 
30 nm) a v pĜípadě argininu, L-lysinu, chitosanu a dextranu byly využity kladně nabité částice 
velikosti 100 nm. 
Podle intenzity signálu byl pro každý biopolymer volen rozdílný objem těchto částic (viz 
Tabulka 5). NaměĜená experimentální data byla importována do programu MS Excel, 
kde byla následně zpracována. 
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Tabulka 5: PotĜebné objemy fluorescenčních částic u jednotlivých vzorků 
Biopolymery 
Koncentrace 
biopolymeru 
[hm. %] 
Objem částic 
[µl] 
čistá agaróza 0 10 0 10 
alginát 0,002 10 0,1 10 
HA 0,002 5 0,1 5 
karagenan 0,002 10 0,1 10 
PSS 0,002 5 0,1 5 
arginin 0,002 10 0,1 30 
dextran 0,002 10 0,1 15 
chitosan 0,002 5 0,1 5 
L-lysin 0,002 15 0,1 15 
5.6.5 Studium uvolňování biopolymerĤ z gelĤ 
Pro tento typ měĜení byly vzorky pĜipravovány, jak již bylo zmíněno výše v kapitole 5.5, 
ale byly používány hydrogely pouze s nejvyšší koncentrací 0,1 hm. % a pĜipraveny 
do plastových kyvet. PĜipravené hydrogely byly ponechány ve 40 ml destilované vody. 
Nádoby se vzorky byly uzavĜeny, aby nedošlo k odpaĜování vody. Následně probíhalo měĜení 
konduktivity vzorků po dobu 14 dnů. V průběhu této doby byly vzorky proměĜovány 
v časových intervalech 24 hodin. 
5.6.6 Stanovení difuzního koeficientu v kyvetách 
V rámci tohoto experimentu byly vzorky pĜipravovány stejným způsobem, který je zmíněn 
v kapitole 5.5. Vzorky byly po zahĜátí pĜevedeny do plastových kyvet a ponechány 45 minut 
za laboratorní teploty k zatuhnutí. V dalším kroku došlo k zarovnání plochy gelu s kyvetou 
pomocí skalpelu, aby došlo k vytvoĜení ostrého rozhraní všech kyvet. VytvoĜení rozhraní 
je nezbytné pro vznik stejných podmínek difuzních procesů. 
Jednotlivé pĜipravené kyvety se vzorky hydrogelů byly v rámci difuzních experimentů 
využity pro studium transportu a interakcí zvoleného solutu – Rhodamin 6G s jednotlivými 
studovanými biopolymery. Jednotlivé difuzní experimenty probíhaly vždy z roztoku 
Rhodaminu 6G o koncentraci 0,01 g∙l−1 a objemu 250 ml (5 vzorků kyvet bylo vždy vloženo 
do jedné nádoby). Kyvety byly rozmístěny kolem stěn nádoby a poté bylo vloženo 
magnetické míchadlo. Celá nádoba byla uzavĜena skleněným víkem. Takto pĜipravené nádoby 
byly vloženy na magnetickou míchačku a ponechány v sušárně pĜi teplotě 30 °C. 
Pomocí UV–VIS Varian byly stanoveny absorpční spektra Rhodaminu 6G v různých 
vzdálenostech od rozhraní roztok/gel v rozsahu vlnových délek 300–900 nm. Zde byl využit 
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polohovací nástavec pro UV–VIS (viz Obrázek 14). εěĜení bylo prováděno v intervalu 
24 hodin po dobu tĜí dnů. 
Dále byla naměĜená absorbance pĜevedena na koncentraci, metodou kalibrační kĜivky. 
Pro jednotlivé doby trvání difuzí byly vyneseny závislosti naměĜených koncentrací 
Rhodaminu 6G na vzdálenost od rozhraní gel/roztok. Ze získaných dat byly následně pomocí 
programu MS Excel stanoveny difúzní koeficienty Rhodaminu 6G v jednotlivých 
analyzovaných vzorcích gelů. 
 
Obrázek 14: Polohovací nástavec zaĜízení UV-VIS [73]. 
5.6.7 MČĜení difuzního koeficientu pomocí FCS 
εěĜení pomocí fluorescenční korelační spektroskopie bylo zapotĜebí jako v pĜípadě 
metody DLS optimalizovat pro hydrogelové systémy. V první Ĝadě byly pĜipraveny vzorky 
čistého agarozového gelu a posléze byly pĜipravovány vzorky s biopolymery. 
εěĜení vzorků probíhala na pĜístroji εicroTime 200 od firmy PicoQuant. Vzorky byly 
proměĜovány za pomocí horizontálně polarizovaného laseru o vlnové délce 510 nm. 
Dichronické zrcátko bylo nastaveno na hodnotu 514/640 nm, kdy emisní filtr byl nastaven 
na 550/49 nm a intenzita laseru odpovídala 6 µW. Z počátku experimentu bylo potĜeba 
provést xz sken, díky čemuž byl vizualizován objem hydrogelu a rozhraní sklo-gel. Zároveň 
byla zkontrolována homogenita hydrogelu, která je velice důležitá v tomto typu měĜení. 
Samotné měĜení poté probíhalo 5 µm nad povrchem sklíčka, aby vzhledem k rozdílnému 
indexu lomu nedocházelo k deformaci konfokálního objemu. Získaná data byla pĜevedena 
do programu Microsoft Excel, kde s nimi bylo dále pracováno. 
V rámci FCS měĜení byl měĜen difuzní koeficient Rhodaminu 6G ve vzorcích hydrogelů 
(pĜipravených v kapitole 5.6.4 do držáku pro vzorky na FCS měĜení). Ze zásobního roztoku 
Rhodaminu 6G o koncentraci 1∙10−7 M bylo napipetováno do každého vzorku hydrogelu 
250 mikrolitů fluorescenčních částic. Výsledná koncentrace částic v jednotlivých vzorcích 
hydrogelů byla 5∙10−9 M. 
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Jednotlivé vzorky agarózy s jednotlivými rozptýlenými biopolymery byly pĜipraveny 
obdobně jako v kapitole 5.5. V rámci této části práce byly analyzovány vždy pouze hydrogely 
s obsahem biopolymeru v hydrogelu 0,002 a 0,1 hm. %. Po optimalizaci měĜení byl každý 
vzorek měĜen zhruba 30 minut. NaměĜená experimentální data byla importována do programu 
MS Excel, kde byla následně zpracována. 
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 
6.1 Elementární analýza agarózy 
Dle strukturního vzorce agarózy lze usuzovat, že největší zastoupení v elementární analýze 
agarózy budou mít hlavně biogenní prvky (kyslík, vodík a uhlík), jelikož jsou nejvíce 
zastoupeny v tomto polymeru. K analýze byl dodán vzorek práškové agarózy od společnosti 
Sigma Aldrich. Tento vzorek obsahoval 1,78 % popela a vlhkost tohoto vzorku agarózy 
dosahovala 2,58 %. Jednotlivá procentuální zastoupení prvků jsou znázorněna v Tabulce 6. 
Tabulka 6μ Procentuální zastoupení prvků v suchém bezpopelovém stavu 
agaróza kyslík vodík uhlík síra 
zastoupení [atom. %] 23,4 48,7 27,7 0,1 
6.2 Stanovení obsahu sušiny 
Všechny hydrogely využité v rámci diplomové práce byly podrobeny základní materiálové 
analýze, ve které se stanovoval obsah sušiny. Vzorky hydrogelů byly jednotlivě vloženy 
do analyzátoru vlhkosti a sušeny za konstantní teploty 110 °C. Úbytky hmotnosti byly 
zaznamenávány každých tĜicet sekund až do konstantní hmotnosti vzorků. Pro všechny 
vzorky stejné doby stáĜí byl stanovován obsah sušiny, tudíž množství pevného podílu. 
Procentuální obsahy sušiny hydrogelů s jednotlivými pĜídavky kladně i záporně nabitých 
biopolymerů o různé koncentraci jsou uvedeny v Tabulce 7. Vzorek čistého agarozového 
hydrogelu obsahoval největší procentuální podíl sušiny ze všech studovaných biopolymerů. 
Toto mohlo být způsobeno vlivem agarózových Ĝetězců, jež tvoĜí nepropenetrovatelnou síť. 
U hydrogelů s pĜídavkem biopolymeru mohlo docházet k částečnému navázání molekul vody 
na samotné Ĝetězce biopolymerů a z toho důvodu bylo ve skeletu hydrogelu obsaženo menší 
množství vody, tudíž byl získán menší procentuální obsah sušiny. Hydrogely s pĜídavkem 
biopolymeru zĜejmě nedokáží ve své struktuĜe zadržovat vodu tak dobĜe jako v pĜípadě 
agarózy. Koncentrační Ĝada pĜidaných biopolymerů do agarózových hydrogelů není natolik 
vysoká, aby se výrazně projevil pĜídavek biopolymerů na celkové hodnotě stanovené sušiny 
hydrogelů. Výsledky tohoto měĜení ukazují, že nedochází k velikým odchylkám mezi 
jednotlivými biopolymery, ať už kladně či záporně nabité. Procentuální zisky sušin hydrogelů 
s pĜídavkem biopolymeru se pohybují v rozmezí hodnot 1,0–1,9 %. Pouze u chitosanu 
s nejvyšší koncentraci byl obsah sušiny výrazně vyšší, ale v pĜípadě dalších koncentrací 
tohoto biopolymeru nedochází k výrazným odchylkám procentuálního obsahu sušiny 
od ostatních biopolymerů. Z tabulky je zjevné, že hodnoty stanovených sušin byly obdobné 
pro všechny hydrogely pĜipravené s ostatními biopolymery použitých v rámci této diplomové 
práce. Hodnoty se pohybují v rámci experimentální chyby měĜení. 
39 
Tabulka 7: Procentuální obsah sušiny hydrogelů s jednotlivými biopolymery. 
ZápornČ nabité biopolymery 
Koncentrace 
[hm. %] alginát [%] HA [%] karagenan [%] PSS [%] 
0 2,11 2,11 2,11 2,11 
0,002 1,05 1,21 2,71 1,30 
0,005 1,43 1,14 1,24 1,49 
0,010 1,31 1,42 1,41 1,05 
0,100 1,38 1,18 1,29 1,27 
KladnČ nabité biopolymery 
Koncentrace 
[hm. %] arginin [%] 
dextran 
[%] chitosan [%] L-lysin [%] 
0 2,11 2,11 2,11 2,11 
0,002 1,44 1,34 1,59 1,20 
0,005 1,52 1,93 1,59 1,40 
0,010 2,04 1,27 1,46 1,44 
0,100 1,64 1,35 7,44 1,21 
Na základě dat získaných pomocí analyzátoru vlhkosti, byly sestaveny sušící kĜivky. 
Vzorová ukázka sušících kĜivek pro hydrogely s rozdílnou koncentrací dextranu je zobrazena 
na Obrázku 15. V celém koncentračním rozsahu dextranu můžeme pozorovat, že doba, 
po kterou byly vzorky v analyzátoru vlhkosti, se v různých koncentracích biopolymeru pĜíliš 
nelišila. Tato doba se pohybuje v rozmezí 60–70 minut. Jak už bylo výše zmíněno, obsah 
sušiny byl u všech vzorků pĜibližně stejný, nepatrně se lišily pouze v době potĜebné 
pro dosažení konstantní hmotnosti vzorku, což indikuje, že v pĜípadě některých použitých 
biopolymerů došlo k interakci mezi Ĝetězci biopolymerů a molekulami vody. V těchto 
pĜípadech bylo pak pro úplné odstranění vody potĜeba sušit hydrogel pĜi stejných podmínkách 
delší čas. Tento jev byl pozorován u vybraných hydrogelů s pĜídavkem karagenanu, argininu 
a chitosanu. Delší doba sušení byla u hydrogelů s pĜídavkem biopolymeru jak kladně 
tak i záporně nabitých, ale pĜíliš se nelišila od doby sušení čistého agarozového hydrogelu. 
 
Obrázek 15: Sušící kĜivka vzorku dextranu celé koncentrační Ĝady. 
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Na Obrázku 16 je znázorněno srovnání sušících kĜivek všech použitých biopolymerů v této 
práci pro zvolenou koncentraci 0,1 hm. % biopolymeru ve vzorku. K nejdelším časům měĜení 
docházelo u vzorků HA, karagenanu a chitosanu, jež jsou látky vysoce hygroskopické. 
Doba sušení těchto vzorků byla kolem ι0 minut. Velice dobĜe ve své struktuĜe zadržuje vodu 
i arginin, protože jeho sušení trvalo pĜibližně stejnou dobu jako pĜedchozí tĜi biopolymery. 
V nejkratším čase byla získaná data o obsahu sušiny u alginátu. Můžeme opět Ĝíci, 
ani v pĜípadě nejvyšších koncentrací biopolymerů v hydrogelu nedocházelo k výrazným 
rozdílům dob sušení. 
 
Obrázek 16μ Obsah sušiny ve vzorcích o koncentraci 0,1 hm. %. 
Těmito měĜeními jsme dokázali, že pĜídavek biopolymeru ve studovaném rozsahu 
koncentrací v hydrogelu, nemá žádný vliv na stanovený obsah sušiny, tudíž pozorované 
rozdíly jsou zanedbatelné. Odchylky stanovených sušin spíše souvisí s experimentální chybou 
metody. Rovněž z pozorování hydrogelů obsahujících jednotlivé biopolymery vyplývá, 
že nejsou mezi hydrogely významné rozdíly. Pouze v pĜípadě chitosanu bylo pozorováno 
výrazné zvýšení procentuálního obsahu sušiny pro nejvyšší koncentraci biopolymeru 
v hydrogelu, což mohlo být zapĜíčiněno experimentální odchylkou. 
6.3 Reologická charakterizace hydrogelĤ 
Pomocí jednoduchých oscilačních testů byly stanoveny viskoelastické vlastnosti 
pĜipravených hydrogelů. Hlavním cílem této metody bylo ověĜit, zda pĜídavky biopolymerů 
do struktury agarózových hydrogelů výrazně ovlivňují finální mechanické vlastnosti 
hydrogelů. V pĜípadě změny mechanických vlastností by docházelo i ke změnám 
v bariérových charakteristikách, protože konečná elasticita hydrogelové sítě je schopná 
výrazně ovlivňovat transportní vlastnosti hydrogelů. V první Ĝadě byly vzorky podrobeny 
amplitudovému testu (strain sweep) na jehož základě byla určena lineární oblast 
viskoelastických hydrogelů, ze které byla stanovena konstantní hodnota amplitudy deformace 
pro následující sérii testů (0,1 %). Následně byly vzorky podrobeny frekvenčnímu testu 
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(frequency sweep), díky kterému byly posuzovány viskoelastické vlastnosti hydrogelů. 
Za pomocí tohoto testu, byly stanoveny viskoelastické moduly (G' elastický modul 
a G" viskózní modul), ztrátový úhel (į) a komplexní viskozita (η*) měĜených vzorků. 
Na Obrázku 17a jsou znázorněny závislosti ztrátového úhlu na frekvencích oscilace 
pro vybranou Ĝadu  hydrogelů s variabilní koncentrací alginátu. Ztrátový úhel pĜedstavuje 
poměr viskózního a elastického modulu. V principu lze z jeho hodnoty určit, jestli se materiál 
chová jako pevná látka (elastická složka pĜevládá a ztrátový úhel je menší než 45°) 
nebo kapalina (viskózní složka pĜevládá, ztrátový úhel je větší než 45°). Z jeho hodnot 
lze vyvodit informace o vnitĜní struktuĜe materiálu. Hodnoty ztrátového úhlu jsou v celém 
rozsahu měĜení výrazně nižší než 45°, což jasně potvrzuje dominantní elastickou složku 
materiálu. S rostoucí frekvencí oscilací dochází ve všech pĜípadech ke snižování ztrátového 
úhlu, tedy více se projevuje elasticita hydrogelů. Z naměĜených hodnot lze pozorovat 
v grafické závislosti, že vzorky s 0 a 0,002 hm. % mají velice obdobný způsob tvorby síťové 
struktury hydrogelu. Druhou a nepatrně vyšší skupinu tvoĜí hodnoty 0,005, 0,01 a 0,1 hm. %, 
které mají mírně odlišnou strukturu hydrogelu. Vyšší hodnota ztrátového úhlu vypovídá 
o větším pĜíspěvku ztrátové složky. Tato skupina hydrogelů je tekutějšího charakteru, 
což je podpoĜeno výsledky pĜi měĜení komplexní viskozity v Obrázku 17b, kdy roste 
komplexní viskozita od vzorků s nejvyšším obsahem biopolymeru směrem k nejnižšímu 
obsahu, resp. k čisté agaróze. 
Obrázek 17: Porovnání naměĜených a) ztrátových uhlů a b) komplexních viskozit v závislosti 
na frekvencích oscilace pro alginát. 
V rámci porovnání vlastností hydrogelů s rozdílným obsahem pĜidaných biopolymerů, 
byl porovnán opět jako v pĜípadě koncentrační závislosti ztrátový úhel a komplexní viskozita. 
Pro ilustraci jsou uvedena data pro hydrogely s koncentrací biopolymeru 0,1 hm. %. V rámci 
pozorování všech vzorků hydrogelů s nejvyšší koncentrací biopolymeru nebyla v žádném 
pĜípadě pĜekročena hodnota ztrátového úhlu 45 °. Vzorky tímto vykazují pĜevládající 
elastickou složku materiálu. Jak už bylo pozorováno v pĜípadě koncentrační Ĝady jednoho 
biopolymeru v obrázku 17a a 17b, i v těchto pĜípadech dochází ke snižování ztrátového úhlu 
s rostoucí frekvencí. 
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Z grafu na Obrázku 18a je zjevné, že hydrogel s pĜídavkem dextranu mají nejnižší ztrátový 
úhel ze všech použitých biopolymerů, což vypovídá o jeho nízkém pĜíspěvku ztrátové složky. 
Tento výsledek je v rozporu s obrázkem 1κb, kde má nižší hodnotu komplexní viskozity 
a v porovnání s ostatními gely jeho viskozita pĜi namáhání materiálu klesá nejvíce. To může 
být způsobeno odlišnou vnitĜní strukturou tohoto hydrogelu. V pĜípadě chitosanu nedosahuje 
ztrátový úhel ani hodnoty 15 °, což je podpoĜeno vyšší hodnotou komplexní viskozity. 
Vzhledem k této skutečnosti můžeme hovoĜit o hydrogelech s pĜídavkem chitosanu jako 
o hydrogelech s nejvíce tuhou strukturou v pĜípadě všech použitých biopolymerů v této práci. 
 
Obrázek 18: Porovnání naměĜených a) ztrátových uhlů a b) komplexních viskozit v závislosti 
na frekvencích oscilace pro hydrogely s pĜídavkem záporně nabitého biopolymeru 
o koncentraci 0,1 hm. % a taktéž i grafy c), d) jen s kladně nabitými biopolymery. 
V pĜípadě hydrogelů, které ve své struktuĜe obsahovaly pĜídavek záporně nabitého 
biopolymeru (Obrázek 18c), byly hodnoty ztrátového úhlu nepatrně vyšší, než v pĜípadě 
hydrogelů s pĜídavkem kladně nabitého biopolymeru. Zároveň docházelo k většímu snížení 
hodnot ztrátového úhlu s rostoucí frekvencí. Vzhledem k výsledkům získaný v grafické 
0
5
10
15
20
25
0.01 0.1 1 10 100
Zt
rá
to
v
ý ú
he
l δ
[°]
 
Frekvence [Hz] 
arginin dextran chitosan L-lysina) 
0
5
10
15
20
25
30
0.01 0.1 1 10 100
Zt
rá
to
v
ý ú
he
l δ
[°]
 
Frekvence [Hz] 
alginát HA karagenan PSSc) 
10
100
1000
10000
100000
0.01 0.1 1 10 100K
o
m
pl
ex
n
í v
isk
o
zi
ta
 [m
Pa
∙s] 
Frekvence [Hz] 
alginát HA karagenan PSSd) 
10
100
1000
10000
100000
0.01 0.1 1 10 100
K
o
m
pl
ex
ní
 
v
isk
o
zi
ta
 [m
Pa
∙s] 
Frekvence [Hz] 
arginin dextran chitosan L-lysinb) 
43 
závislosti na Obrázku 1κd, je zĜejmé, že největší komplexní viskozitu v této skupině 
biopolymerů vykazuje vzorek s pĜídavkem PSS, avšak hodnota komplexní viskozity 
nepĜesahuje hodnotu kladně nabitého chitosanu, který vykazuje vyšší míru tuhosti. 
V rámci této metody byly prokázány vlastnosti jednotlivých biopolymerů ve struktuĜe 
agarózových hydrogelů. PĜi mechanickém namáhání hydrogelu prokazovaly vyšší hodnotu 
komplexní viskozity vzorky chitosanu, což hovoĜí o mírně tužších vlastnostech v porovnání 
s ostatními biopolymery. Naopak v pĜípadě vzorků s pĜídavkem dextranu, byla prokázána 
nízká hodnota komplexní viskozity. V tomto pĜípadě měĜení nedochází k výrazným změnám 
vlastností hydrogelů tvoĜených pĜídavkem kladně či záporně nabitých biopolymerů. 
6.4 DLS mikroreologie 
Principem metody je sledování difuzivity polystyrenových částic o pĜesně definované 
velikosti (100 nm) ve studovaných vzorcích hydrogelů. Obecně hydrogelová matrice vytváĜí 
bariéru brzdící mobilitu polystyrenových částic. εikroreologické charakteristiky jednotlivých 
vzorků hydrogelů jsou touto metodou stanoveny na základě změny difuzního koeficientu 
těchto polystyrenových částic ve vzorcích vzhledem k jejich difuzivitě ve vodě. Základním 
výstupem z DδS mikroreologie je závislost εSD na čase. Pomocí ZetaSizer Softwaru jsou 
následně z těchto dat stanoveny závislosti komplexní viskozity (η*), viskoelastických modulů 
(G' a G") a ztrátového úhlu (į) na frekvencích oscilace. Takto byly nejprve proměĜeny vzorky 
čistých agarózových hydrogelů koncentrace 0,1 a 1 hm. % agarózy. Následně byla 
optimalizována koncentrace pĜídavku polystyrenových částic do vzorku hydrogelů. 
Na obrázku 1λ je znázorněn graf vyjadĜující závislost MSD na čase. V tomto grafu 
můžeme pozorovat posun směrem k nižším hodnotám εDS s rostoucí koncentrací agarózy 
v použitých hydrogelech. Částice se ve vzorku o nižší koncentraci pohybují rychleji, 
než je tomu u vzorku s vyšší koncentrací. 
 
Obrázek 19μ Závislost εSD na čase pro jednotlivé koncentrace agarózy v hydrogelu. 
Obecně platí, že závislost komplexní viskozity na frekvenci oscilace má velice obdobný 
trend. Z grafické závislosti na Obrázku 20 můžeme vidět, že s frekvencemi oscilace hydrogely 
vykazují nižší hodnotu viskozity. Pokud porovnáme pozorované hydrogely, je zĜejmé, 
0.000001
0.00001
0.0001
0.001
0.01
0.1
0 1 10 100 1,000
M
SD
 [µ
m
2 ] 
Čas [µs] 
1 hm. % AG 0,1 hm. % AG
44 
že hodnota komplexní viskozity 0,1 hm. % hydrogelu je výrazně nižší než v pĜípadě 
hydrogelu o koncentraci agarózy 1 hm. %. Rozdíl komplexních viskozit mezi těmito dvěma 
hydrogely je zhruba desetinásobný. 
 
Obrázek 20: Závislost komplexní viskozity na frekvenci pro jednotlivé koncentrace agarózy 
v hydrogelu. 
V rámci této metody bylo možno změĜit pouze čisté agarozové hydrogely bez pĜídavku 
biopolymeru (viz Obrázky výše). Hydrogely s pĜídavkem biopolymerů nebylo možno 
charakterizovat touto metodou v důsledku velkého rozptylu světla prostĜedím vzorku 
(biopolymer–hydrogel). V důsledku této skutečnosti byla zvolená pro mikroreologickou 
charakterizaci další metoda zvaná FCS mikroreologie. 
6.5 FCS mikroreologie 
Vzhledem k výsledkům získaných metodou DδS mikroreologie, byla zvolena pro další 
mikroreologickou charakterizaci jednotlivých vzorků hydrogelů studovaných v rámci této 
diplomové práce metoda FCS. V této metodě je možnost odfiltrovat rušivé vlivy, kvůli 
kterým nebylo možno měĜit vzorky hydrogelů s obsaženými biopolymery metodou DLS. 
Pomocí této metody je možno získat širší oblast hodnot, než v pĜípadě DδS. Touto metodou 
byly postupně charakterizovány vzorky čistého agarozového hydrogelu a dále vzorky 
s pĜídavkem 0,002 a 0,1 hm. % jednotlivých studovaných biopolymerů. 
Principem této metody je sledování fluorescenčně značených částic polystyren sulfonátu, 
které jsou speciálně modifikovány, aby byly schopny fluorescence. Sledováním pohybu 
těchto částic uvnitĜ struktury hydrogelů získáváme informace o vnitĜní povaze zkoumaného 
materiálu. V této diplomové práci jak už bylo dĜíve zmíněno, byly použity kladně i záporně 
nabité biopolymery. V pĜípadě záporně nabitých biopolymerů (alginát, HA, karagenan a PSS) 
byly použity částice o velikosti 30 nm a v pĜípadě kladně nabitých biopolymerů (arginin, 
dextran, chitosan a L-lysin) byly využity částice o velikosti 100 nm. Souhlasné náboje částic 
a biopolymerů byly použity tak, aby nedocházelo k navázání částic na biopolymer a jejich 
imobilizaci. 
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Na základě dat získaných pomocí měĜení FCS mikroreologie byly sestaveny pro každý 
biopolymer grafy obsahující proměĜené koncentrace vzorků. Pro názornost byla vybrána 
koncentrační Ĝada pro alginát, která je zobrazena na Obrázku 21. Jak je možno vidět z grafu, 
pohyb fluorescenčních částic měĜený ve vodě má lineární průběh, což je způsobeno tím, 
že voda má velice nízkou hodnotu viskozity a částice se mohou nebráněny pohybovat v tomto 
prostĜedí. Hydrogely spadají do kategorie nenewtonských kapalin, které jsou charakteristické 
svým viskoelastickým chováním. Z těchto důvodů můžeme pozorovat odklonění kĜivky 
čistého agarozového hydrogelu od teoretické hodnoty vody. Pohyb fluorescenčních částic 
je v těchto pĜípadech brzděn trojrozměrnou sítí hydrogelů o odpovídajících rozměrech ok. 
Pokud je do hydrogelu pĜidán biopolymer, vyplní se jeho trojrozměrná sít, což zvýší jeho 
viskoelastické vlastnosti (zejména elastická složka), a proto můžeme v grafu pozorovat 
odklonění kĜivky od lineárního trendu. V našem pĜípadě je zĜejmé, že s rostoucí koncentrací 
alginátu ve struktuĜe hydrogelu roste pĜíspěvek elastické složky a tudíž dochází k většímu 
odklonění kĜivek od čistého agarozového hydrogelu. 
 
Obrázek 21: Srovnání závislosti εSD na době pozorování pro částice ve vodě, v čistém 
agarozovém hydrogelu s obsahem 0,002 resp. 0,1 hm. % alginátu. 
Jednotlivé biopolymery byly následně porovnány v závislosti na pĜidaném biopolymeru. 
Aby nedocházelo k interakci biopolymeru s fluorescenčně značenými částicemi, byly vždy 
použity souhlasně nabité částice, jako je náboj obsaženého biopolymeru v hydrogelu. 
Pro vzorky hydrogelů se záporně nabitými biopolymery byly použity 30 nm částice. Z grafu 
na Obrázku 22 můžeme pozorovat, že dané vzorky vykazují viskoelastické vlastnosti. Vzorky 
hydrogelů s pĜídavkem HA a PSS vykazují nižší pĜíspěvek elastické složky materiálu, 
než vzorky s pĜídavkem alginátu a karagenanu, což mohlo být způsobeno vlivem menší 
velikosti molekul. Alginát a karagenan vykazují mírně vyšší pĜíspěvek elastické složky 
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materiálu, než zmíněné záporně nabité biopolymery, avšak rozdíl není nijak razantní. Tudíž 
můžeme Ĝíci, že nedochází k výrazným změnám viskoelastických vlastností hydrogelů 
s pĜidanými biopolymery. 
 
Obrázek 22: Vzorky hydrogelu se záporně nabitými biopolymery o koncentraci 0,1 hm. %. 
Na Obrázku 23, může sledovat trendy MSD v závislosti na čase pozorování kladně 
nabitých biopolymerů, které vykazují výrazný pĜíspěvek elastické složky materiálu. 
Opět i zde se biopolymery rozdělily do dvou skupin, ale rozdíl mezi jejich viskoelastickými 
vlastnostmi je o trochu větší než v pĜípadě záporně nabitých biopolymerů. Tento rozdíl může 
být způsoben velikostí částic, dále větší použitou velikostí pĜidaných fluorescenčně 
značených částic, které tak vykazovaly nižší difúzní koeficient. Obecně tato měĜení 
vykazovala nižší poměr signál/šum, což právě souvisí s nižší mobilitou použitých 
polystyrenových částic v hydrogelech. 
 
Obrázek 23: Vzorky hydrogelu s kladně nabitými biopolymery o koncentraci 0,1 hm. %. 
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Pokud bychom porovnávali kladně i záporně nabité biopolymery, dojdeme k závěru, 
že vzorky hydrogelů s kladně nabitými biopolymery vykazovaly mnohem větší pĜíspěvek 
elastické složky oproti záporně nabitým biopolymerům. K tomuto mohlo dojít vlivem 
velikosti částic, kdy v pĜípadě kladně nabitých biopolymerů byly použity fluorescenční 
částice o velikosti 100 nm a v pĜípadě záporně nabitých biopolymerů fluorescenční částice 
o velikosti 30 nm nebo rovněž vyšší elasticitou těchto hydrogelů s kladně nabitými 
biopolymery. 
6.6 Studium uvolňování biopolymeru 
Pomocí měĜení měrné elektrické vodivosti probíhala studie uvolňování biopolymerů 
z hydrogelových forem (kyvet). Pro tento typ experimentu byly zvoleny hydrogely s nejvyšší 
koncentrací biopolymeru (0,1 hm. %). V experimentu byly kyvety s pĜipravenými hydrogely 
vloženy do uzavíratelných nádob s destilovanou vodou a měrná vodivost byla měĜena pomocí 
konduktometru. Jednotlivá měĜení byla prováděna v intervalu 24 hodin po dobu 14 dnů. 
Základní pĜedpoklad zde byl takový, že pokud bude docházet k uvolňování biopolymeru 
z hydrogelu do okolního vodného roztoku, bude docházet k výraznějšímu růstu konduktivity 
v roztoku v čase. 
Jako referenční vzorek v této práci byl zvolen čistý agarozový hydrogel bez pĜidaného 
biopolymeru. Z výsledků uvedených na Obrázku 24 je zĜejmé, že i u čistého agarozového 
hydrogelu dochází k nepatrnému nárůstu konduktivity okolního roztoku. Tento nárůst může 
být způsoben tím, že použitá agaróza má dle výrobce [72] zvolenou čistotu pouze 99,8 %. 
εůžeme tedy usuzovat, že nárůst konduktivity může být způsoben právě pĜítomností 
obsažených nečistot v agaróze. Dále je z tohoto grafu patrné, že vodivosti jednotlivých vzorků 
hydrogelů s pĜídavky biopolymerů s časem rostla. Tento děj mohl být způsoben volnou 
disociací iontů biopolymerů, které mohou být následně uvolňovány do vodného roztoku, 
nebo obdobně jako u čisté agarózy výskytem nečistot ve zdrojových vzorcích biopolymeru. 
Nejnižších hodnot vodivosti dosahoval vzorek hydrogelu obsahujícím kyselinu hyaluronovou, 
což mohlo prvně souviset s tím, že kyselina hyaluronová má nízkou nábojovou hustotu a tedy 
množství uvolněných iontů je nízké. Druhým možným faktorem může být veliká velikost 
molekul této látky, které jsou stabilně fixovány v hydrogelové síti. Velice blízkých hodnot 
k tomuto biopolymeru dosahovaly vzorky dextranu, karagenanu a PSS, což jsou látky mající 
vyšší nábojovou hustotu, než které dosahuje vzorek HA. V pĜípadě δ-lysinu a argininu, byly 
naměĜeny téměĜ shodné hodnoty uvolnění biopolymerů ze struktury hydrogelů. V těchto 
pĜípadech může docházet k částečnému uvolňování pĜidané aminokyseliny do okolního 
roztoku, protože tyto látky mají menší rozměry molekul, než další biopolymery využité 
pro tuto práci. V práci [74] bylo zjištěno, že agarozový hydrogel o koncentraci 1 hm % 
obsahuje póry o velikosti 380 nm. 
48 
 
Obrázek 24μ Uvolňování biopolymeru ze struktury hydrogelů. 
K výraznějšímu růstu vodivosti došlo v pĜípadě alginátu a chitosanu, kdy vodivostní 
měĜení dosahovaly hodnot 100 a více ȝS∙cm−1. Hodnoty těchto dvou biopolymerů jsou 
uvedeny v Obrázku 25. V pĜípadě chitosanu docházelo k disociaci volných –NH2 skupin, 
které jsou obsaženy v jeho struktuĜe. Po uplynutí doby 14 dní dosahovala vodivostní měĜení 
hodnot vyšších než 290 ȝS∙cm−1. Vzorky alginátu ve své struktuĜe obsahují manuronové 
kyseliny, které jsou zodpovědné za velikou nábojovou hustotu biopolymeru. NaměĜené 
hodnoty vodivosti tohoto biopolymeru se pohybují od 40–100 ȝS∙cm−1. 
 
Obrázek 25μ Uvolňování biopolymeru ze struktury hydrogelů. 
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V pĜipravených hydrogelech s biopolymery byly naměĜeny v průběhu času vyšší hodnoty 
konduktivit v porovnání se vzorkem čisté agarózy. Toto mohlo být způsobeno volnou 
disociací vzorků biopolymerů ve vodném prostĜedí, ve kterém se nacházely po celou dobu 
měĜení. V pĜípravě hydrogelů bude tedy zapotĜebí pracovat s nižšími koncentracemi 
biopolymeru ve struktuĜe hydrogelů. 
6.7 Stanovení difuzních koeficientĤ v kyvetách 
V tomto druhu experimentu byly agarozové hydrogely s pĜídavkem biopolymeru 
vystaveny neustálené difuzi barviva v hydrogelu z roztoku. PĜedpokladem této metody je, 
že objem zdrojového roztoku je natolik veliký, že v něm vlivem difuzí nedochází ke změně 
koncentrace difundující látky. Stanovení difuzních koeficientů je zprostĜedkováváno pomocí 
koncentračních profilů difundujících látek v gelu. Hlavními parametry, na základě kterých 
je usuzována reaktivita jednotlivých biopolymerů je efektivní difuzní koeficient (Def), 
koncentrace sledovaného solutu na rozhraní (Rhodamin 6G) (cs), rozdělovací koeficient (İ) 
a relativní difuzní koeficient v procentech (Drel). Tyto hodnoty jsou shrnuty pro vybrané 
zástupce hydrogelů v Tabulce 9. 
Na obrázku 26 je zobrazen graf, ze kterého byla vypočtena koncentrace Rhodaminu 6G, 
měĜena v kyvetě v různých vzdálenostech od rozhraní. Kyvety obsahovaly agarózové gely 
s pĜídavkem biopolymeru dle zvolené koncentrační Ĝady biopolymerů v této práci. Za pomocí 
těchto koncentračních profilů bylo možno vypočítat základní parametry charakterizující 
difuzní procesy. 
Experimentální koncentrační data byla proložena nelineární regresí a parametry 
efektivního difuzního koeficientu a koncentrace na rozhraní byly stanoveny iteračně metodou 
nejmenších čtverců za pomocí doplňku ěešitel programu εicrosoft Excel. Následně byla 
vypočtena i teoretická koncentrace v různých časech. Dobrá shoda experimentálních dat 
a teoretického modelu je zĜejmá z následujícího ilustrativního Obrázku 26. 
 
Obrázek 26: Vypočtené hodnoty koncentrace RH v 1 hm. % agarózovém gelu v různých 
polohách kyvety. 
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Jednotlivé vypočtené hodnoty získané na základě měĜení jsou zobrazeny v Tabulce 9. 
Obsahuje hodnoty efektivního difuzního koeficientu (Def), rozdělovacího koeficientu (İ), 
koncentraci pozorovaného solutu na rozhraní (cs) a relativní difuzní koeficient vyjádĜený 
v procentech (Drel). Všechny hodnoty v tabulce jsou vypočítány pomocí naměĜených dat 
a následně pomocí funkce ěešitel programu εicrosoft Excel. Jednotlivá měĜení byla dvakrát 
opakována, hodnoty v tabulce pĜedstavují vypočítané průměrné hodnoty. 
Tabulka 8μ Průměrné hodnoty efektivního difuzního koeficientu, koncentrace rozhraní 
hydrogel-roztok a rozdělovací koeficient. 
Koncentrace 
biopolymeru [hm. %] Def 10
10[m2/s] ε[–] cs [g/l] Drel[%] 
Alginát 
0 5,36 38,14 0,381 100,0 
0,002 4,26 43,70 0,437 80 
0,005 4,16 47,27 0,473 78 
0,010 3,64 68,03 0,680 68 
0,100 3,07 41,81 0,418 57 
Dextran 
0 5,36 38,14 0,381 100 
0,002 5,96 25,09 0,251 111 
0,005 5,08 40,38 0,404 95 
0,010 5,42 22,15 0,221 101 
0,100 3,85 2,76 0,028 72 
Pokud se podíváme do Tabulky λ pozorněji, můžeme si povšimnout, že hodnoty 
efektivního difuzního koeficientu jsou o něco nižší u záporně nabitého biopolymerů. 
Tohle je způsobeno specifickou interakcí mezi alginátem a kladně nabitým barvivem 
(Rhodamin 6G). Molekuly barviva jsou zde imobilizovány do struktury pĜipravených 
hydrogelů. V pĜípadě, že bychom porovnávali koncentraci na rozhraní hydrogel-roztok v celé 
koncentrační Ĝadě alginátu, je zde vidět mírný nárůst koncentrace na rozhraní. Pouze 
v pĜípadě nejvyšší koncentrace alginátu nastal mírný pokles tohoto parametru, což mohlo 
být způsobeno experimentální chybou. Vzhledem k této skutečnosti můžeme usuzovat, 
že rychlost difuzních procesů je brzděna vlivem pozitivní interakce alginátu s Rhodaminem 
6G, a s tím dochází k částečnému zakoncentrování barviva na rozhraní. K výraznějšímu 
zakoncentrování barviva na rozhraní docházelo u vzorků HA, PSS a karagenanem, 
protože tyto látky vykazují vysokou nábojovou hustotu a dochází k pozitivním interakcím 
mezi kladně nabitým barvivem a disociovaným biopolymerem. 
 
Obrázek 27μ Ukázka biopolymerů vlevo alginát a vpravo PSS po tĜech dnech měĜení. 
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V pĜípadě kladně nabitých biopolymeru hodnota koncentrace na rozhraní roztok-hydrogel 
osciluje nebo vykazuje spíše klesající trend s rostoucím obsahem biopolymeru v hydrogelu 
(Obrázek 28). V pĜípadě těchto hydrogelů nedocházelo k interakci mezi biopolymerem 
a Rhodaminem 6G. Důvodem pomalé difuze je opět patrné sférické bránění Ĝetězců 
biopolymeru, které znemožňuje prostup Rhodaminu 6G do struktury hydrogelů. U kladně 
nabitých biopolymerů docházelo ke snižování hodnoty İ s rostoucí koncentrací biopolymerů, 
naopak tomu však bylo u vzorků záporně nabitých. Dále může pomocí relativního difuzního 
koeficientu popsat u jednotlivých biopolymerů, zda byl pohyb barviva v hydrogelu 
zpomalován či urychlován pĜídavkem biopolymeru, protože Drel udává hodnotu difúzního 
koeficientu vztaženou k difuzivitě Rhodaminu 6G v čisté agaróze. Z tabulky je zĜejmé, 
že hydrogely obsahující ve své struktuĜe záporně nabité biopolymery způsobují zpomalení 
difuzních procesů, protože jejich Drel nabývá menších hodnot než 100 %, což mohlo 
být způsobeno právě navázáním Rhodaminu 6G na disociované biopolymery. Naopak tomu 
bylo v pĜípadě kladně nabitých biopolymerů, které naopak podporovaly proces difuze, 
tudíž docházelo ke zrychlení difuzních procesů v takto vytvoĜených hydrogelech a hodnoty 
Drel ve většině pĜípadů pĜekračují hodnotu 100 %. 
 
Obrázek 28: Ukázka biopolymerů vlevo arginin a vpravo dextran po tĜech dnech měĜení. 
Pro snazší orientaci v hodnotách efektivního difuzního koeficientu byl sestaven sloupcový 
graf, jenž je zobrazen na Obrázku 29, kde jsou uvedeny všechny stanovené hodnoty 
efektivních difuzních koeficientů. Nejvyšších hodnot Def nabývají vzorky s pĜídavkem kladně 
nabitých biopolymerů. K tomuto dochází vlivem souhlasného náboje biopolymerů a barviva. 
Hodnoty chitosanu a L-lysinu nabývají pĜibližně stejných hodnot. Barvivo se v těchto 
pĜípadech dostává téměĜ do celého objemu kyvet. Koncentrace barviva je zde omezena 
množstvím biopolymeru v jednotlivých kyvetách. Naopak tomu je v pĜípadech hydrogelů 
s pĜídavkem záporně nabitých biopolymerů. Pro pĜíklad se zaměĜíme na vzorky s pĜídavkem 
PSS. U těchto vzorků můžeme pozorovat nejnižší hodnoty difuzních koeficientů. K tomuto 
může docházet vlivem vysoké nábojové hustoty tohoto biopolymeru. Dochází k pozitivním 
interakcím mezi kladně nabitým barvivem a disociovaným PSS. Vzorky s pĜídavkem HA 
a karagenanu vykazují podobné chování jako v pĜípadě PSS, ale mají vyšší hodnotu 
efektivního difuzního koeficientu, protože nevykazují tak vysokou nábojovou hustotu, 
jako v pĜípadě PSS. 
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Obrázek 29μ Grafické znázornění efektivního difuzního koeficientu pro všechny biopolymery. 
6.8 MČĜení difuzního koeficientu pomocí FCS 
Ke studiu difuzivity Rhodaminu 6G byla využita metoda FSC. V tomto pĜípadě obdobně 
jako v pĜípadě FCS mikroreologie byly vybrány pouze vzorky čisté agarózy a následně 
s nejnižším (0,002 hm. %) a nejvyšším (0,1 hm. %) pĜídavkem biopolymeru. V následujícím 
Obrázku 30, byl sestrojen sloupcový graf znázorňující stanovené difuzní koeficienty 
pro všechny naměĜené vzorky. 
 
Obrázek 30: Zobrazení difuzních koeficientů pro jednotlivé koncentrace biopolymerů 
v hydrogelu pomocí Rhodaminu 6G.  
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V rámci této práce byly využity kladně i záporně nabité biopolymery. Právě díky těmto 
odlišnostem můžeme u záporně nabitých biopolymerů, jako jsou alginát, HA, PSS 
a karagenan pozorovat značně nižší difuzní koeficienty v pĜípadě vzorků o nejvyšších 
koncentracích (0,1 hm. %) biopolymeru. Snížení difuzního koeficientu může být v tomto 
pĜípadě zapĜíčiněno vysokou koncentrací biopolymerů, díky které dochází k interakcím 
s kladně nabitým Rhodaminem 6G. Tento efekt je navíc ještě více umocněn v pĜípadě 
biopolymerů s vyšší nábojovou hustotou. Nejvyšší nábojovou hustotu vykazuje vzorek 
s pĜídavkem PSS. U vzorků obsahující tento biopolymer docházelo k největšímu poklesu 
difuzního koeficientu s rostoucí koncentrací biopolymeru. Postupně s klesající nábojovou 
hustotou biopolymerů dochází k menšímu poklesu difuzního koeficientu s rostoucí 
koncentrací biopolymeru v hydrogelu. 
V pĜípadě kladně nabitých biopolymerů nedochází k výrazným rozdílům difuzních 
koeficientů pro jednotlivé koncentrace biopolymeru (viz graf výše). Difuzní koeficienty 
argininu a L-lysinu jsou téměĜ totožné, což může být zapĜíčiněno pĜibližně stejnou povahou 
biopolymerů, jelikož oba biopolymery spadají do skupiny aminokyselin. Vzhledem k této 
skutečnosti ale nedochází k výrazným změnám hodnot difuzních koeficientů vůči chitosanu 
a dextranu. 
6.9 Korelace výsledkĤ 
V rámci této kapitoly je hlavním úkolem provést korelaci výsledků, které jsou podrobně 
popsaných v pĜedchozích kapitolách. Výsledky popsané v pĜedchozích kapitolách byly 
získány pomocí různých technik měĜení. Pro porovnání získaných výsledků bylo zapotĜebí 
pĜevést získaná data na společné jednotky, které budou odpovídat jednotlivým měĜením. 
U takto získaných závislostí bude sledována pĜíčinná souvislost mezi strukturou, tokem 
a transportním i vlastnostmi studovaných hydrogelů. 
6.9.1 Charakterizace tokových vlastností hydrogelĤ 
Na základě tokové charakterizace hydrogelů jsme byli schopni získat informace 
o viskoelastických vlastnostech pĜipravených hydrogelů. Výsledky měĜení nám poskytly 
informace, že využité biopolymery v této práci neovlivňují výrazným způsobem mechanické 
vlastnosti agarózových hydrogelů. Potvrzují to i výsledky měĜení uvedené v kapitole 6.3. 
Na základě makroreologické charakterizace hydrogelů byla provedena korelace s daty 
získanými měĜením na pĜístroji ZetaSizer, která nám poskytla informace i mikroreologických 
vlastnostech použitých hydrogelů. Pomocí těchto dvou technik jsme získali potĜebné 
informace o závislosti komplexní viskozity na frekvenci oscilace. Pro srovnání byly využity 
vzorky čistého agarozového hydrogelu o koncentraci AG 1 hm. %. KĜivky komplexní 
viskozity v závislosti na frekvenci oscilace jsou získané na základě výše zmíněných technik 
a jsou znázorněny v grafu na Obrázku 32. V pĜípadě makroreologické charakterizace 
agarozového hydrogelů se hodnoty frekvencí oscilací pohybovaly v nižších hodnotách, 
než v pĜípadě mikroreologické charakterizace. Hodnoty komplexní viskozity zjištěné 
reologickým měĜením nabývaly hodnot v rozsahu 80–10 000 mPa∙s. Pokud bychom 
prodloužili trend závislosti komplexní viskozity na frekvencích oscilace získaných 
z makroreologické charakterizace vzorku, jistou návaznost na data z DLS mikroreologie 
stejného vzorku lze pozorovat. Data z DδS mikroreologie byla naměĜena pro vyšší hodnoty 
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frekvencí oscilací, která míĜila k 10 000 Hz. Zároveň docházelo k poklesu hodnoty komplexní 
viskozity s růstem frekvencí oscilace, což odpovídá také měĜením provedených pomocí 
reometru pro stanovení makroreologických charakteristik hydrogelu. 
 
Obrázek 31μ Srovnání komplexní viskozity naměĜené pomocí reologických měĜení a metodou 
DLS. 
Pomocí dalších analýz provedených v kapitolách 6.4 a 6.5 jsme získali závislosti MSD 
na čase. Využité techniky pro měĜení závislostí využívají rozdílných jednotek na ose x (čas), 
které byly pro korelaci sjednoceny. V pĜípadě provedení srovnání hodnot MSD získaných 
pomocí měĜení FCS mikroreologie a metody DδS, můžeme pozorovat, že jsou hodnoty téměĜ 
shodné, což je možné sledovat v grafu na Obrázku 31. Vzhledem k naměĜeným výsledkům 
bylo možno provést korelaci pouze čistých agarózových hydrogelů bez pĜídavku 
biopolymerů. V pĜípadě techniky DLS, jak už bylo zmíněno výše, jsme nebyli schopni 
proměĜit hydrogely s pĜídavkem biopolymeru. Tohle bylo způsobeno vlivem vysokého 
rozptylu světla prostĜedím vzorku hydrogel–biopolymer. KĜivky znázorněné v grafu mají 
srovnatelný průběh. εěĜení získaná metodou FCS mikroreologie probíhala značně delší dobu 
než měĜení v pĜípadě DδS. Pohybovala se v Ĝádu několika sekund, ale v pĜípadě metody DδS 
probíhal jeden sken v měĜení pouze několik µs. Dále můžeme pozorovat, že kĜivka získaná 
metodou DLS nemá z počátku zcela lineární závislost, což bylo způsobeno viskozitou 
zkoumaného materiálu, který neumožnoval zcela volný pohyb polystyrenových částic 
o velikosti 100 nm. Druhá kĜivka byla získaná pomocí fluorescenčně značených částic 
o velikosti 30 nm, a proto nedocházelo k výraznému snížení Brownova pohybu těchto částic 
v důsledku viskózního prostĜedí, ve kterém se pohybovaly. 
Dynamika pohybu jednotlivých částic, jež je popsána korelační funkcí každé z částic 
(MSD) je v pĜípadě vzorků poměrně rozlišná. KĜivka znázorňuje v pĜípadě těchto vzorků 
rostoucí gradient závislosti MSD na čase. Agarozový hydrogel proměĜen pomocí techniky 
FCS mikroreologie nabývá poměrně vysokých hodnot v porovnání s hodnotami získanými 
druhým měĜením. Tento rozdíl je zapĜíčiněn zvolenou metodou měĜení. 
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Obrázek 32μ Srovnání εSD pro vzorky měĜené pomocí FCS mikroreologie a metodou DLS. 
6.9.2 Charakterizace hydrogelĤ pomocí difuzního koeficientu 
Efektivní difúzní koeficienty (Def) jednotlivých hydrogelů s pĜidanými biopolymery byly 
diskutovány v kapitole 6.7 a 6.8. V rámci korelace byly hodnoty difuzních koeficientů 
pĜevedeny na stejné jednotky a posléze zapsány do Tabulky 9. Hodnoty difuzních koeficientů 
jsou porovnávány z hlediska makro i mikro úrovně. Vzorky hydrogelů byly proměĜeny 
s nejnižším a nejvyšším obsahem biopolymeru (0,002 a 0,1 hm. %). 
V pĜíkladu makro úrovně byly difuzní koeficienty (Tabulka 9) získány pomocí kyvet 
ponoĜených do roztoku Rhodaminu 6G. Pro FCS stanovení difuzních koeficientů bylo 
zapotĜebí do vzorku pĜidat roztok Rhodaminu 6G, avšak o nižší koncentraci (5∙10−9 M) 
a posléze byl pozorován jeho pohyb v hydrogelu metodou FCS (pĜístroje εicroTime 200). 
V rámci nulové koncentrace biopolymeru obsaženém v agarozovém hydrogelu byly 
hodnoty difuzního koeficientu stejné pro všechny vzorky pro danou metodu. Pro stanovení 
difuzního koeficientu v kyvetách jsou hodnoty mírně vyšší než v pĜípadě stanovení FCS. 
Tohle souvisí s podstatou dějů, které jsou pozorovány jednotlivými metodami. Stanovením 
Def pomocí kyvet probíhalo v uzavĜených nádobách a barvivo mohlo volně pronikat 
do jednotlivých kyvet s pĜipravenými vzorky, tudíž nebyla námi regulována koncentrace 
Rhodaminu 6G v hydrogelu. Navíc hnací silou v pĜípadě makrodifuzních experimentů 
je koncentrační gradient barviva. V pĜípadě FCS stanovení se ve vzorku nenachází žádný 
koncentrační gradient a stanovené hodnoty difúzních koeficientů mají charakter koeficientů 
samodifuze Rhodaminu 6G ve vzorku, tudíž by měly být nižší než je tomu v pĜípadě 
makrodifuzních experimentů. Záporně nabité biopolymery, které byly studovány pomocí 
makrodifuzních experimentů vykazují klesající Def s rostoucí koncentrací biopolymerů. 
Nejvýraznější pokles Def můžeme pozorovat v pĜípadě obou uvedených koncentrací PSS 
v tabulce, což může být spojováno s jeho vysokou nábojovou hustotou. Naopak nejvyšší 
hodnotu Def  vykazují vzorky s pĜídavkem karagenanu. Pokud tyto hodnoty porovnáme 
1.E-06
1.E-05
1.E-04
1.E-03
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1.E+00
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2 ] 
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Teoretická hodota vody FCS_AG 1 hm. % DLS_AG 1 hm. %
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s hodnotami získanými pomocí FCS, lze Ĝíci, že hodnoty Def jsou téměĜ totožné. Pouze 
v pĜípadě karagenanu o koncentraci 0,1 hm. % není hodnota
 
Def nejvyšší, což mohlo být 
způsobeno experimentální chybou metody. ZaměĜíme-li se na kladně nabité biopolymery, 
můžeme sledovat, že nedochází téměĜ k žádnému výraznému poklesu hodnot, spíše dochází 
k nárůstu hodnot Def. Kladně nabité biopolymery, u kterých byl stanoven Def pomocí 
makrodifuzních experimentů vykazují ve většině pĜípadů klesající hodnotu Def s rostoucí 
koncentrací biopolymeru ve vzorku. Pouze v pĜípadě chitosanu a argininu dochází k růstu Def 
s vzrůstající koncentrací biopolymeru ve vzorku. Pokud hodnoty z měĜení makrodifuzních 
experimentů srovnáme s měĜením pomocí FCS zjistíme, že taktéž v tomto pĜípadě docházelo 
k nárůstu hodnoty Def . Klesající hodnota Def byla pouze u vzorků chitosanu. PĜíčina snižování 
Def s rostoucí koncentrací biopolymeru ve vzorku může být sterické brzdění difuzních procesu 
velkou koncentrací látky, která bráni difundované látce v průchodu vzorkem. Pokud dochází 
k nárůstu Def, může to být způsobeno opačným nabitím biopolymeru, a tudíž může barvivo 
Rhodamin 6G volně difundovat vzorkem. 
Tabulka 9μ Hodnoty difuzních koeficientů pro vybrané hydrogely získané pomocí difuzních 
experimentů (metoda nestacionární difuze z roztoku do vzorků hydrogelu) a pomocí metody 
FCS. 
Druh a koncentrace 
biopolymeru 0 hm. % 0,002 hm. % 0,1 hm. % 
Def∙1010 [m2∙s-1] stanovení v kyvetách 
alginát 5,36 4,26 3,07 
HA 5,36 5,23 3,07 
karagenan 5,36 5,05 4,04 
PSS 5,36 1,02 0,25 
arginin 5,36 5,25 5,36 
dextran 5,36 5,96 3,85 
chitosan 5,36 5,53 6,28 
L-lysin 5,36 5,32 5,24 
Def∙1010 [m2∙s-1] stanovení pomocí FCS 
alginát 3,45 3,40 3,08 
HA 3,45 2,77 3,05 
karagenan 3,45 3,48 2,59 
PSS 3,45 2,06 0,03 
arginin 3,45 3,06 3,57 
dextran 3,45 3,72 3,83 
chitosan 3,45 3,61 3,59 
L-lysin 3,45 3,09 3,45 
Vzájemnou korelací jsme si ověĜili, že ačkoliv tyto hodnoty sledují difúze z odlišného úhlu 
pohledu, tak i pĜesto lze obě využít jako komplementární metody pro studium transportních 
vlastností látek v gelovém prostĜedí. 
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7 ZÁVċR 
V rámci této diplomové práce byly využívány agarozové hydrogely jako nosná struktura, 
do které byly zakomponovány záporně (alginát, HA, PSS, karagenan) či kladně (arginin, 
dextran, chitosan, L-lysin) nabité biopolymery. Tyto hydrogely byly posuzovány na makro 
a mikro úrovni. Využívané techniky měly objasnit, zda pĜídavkem biopolymeru dochází 
ke změnám struktury hydrogelu (studováno na základě obsahu sušiny, viskoelastických 
vlastností) a následně získané výsledky z jednotlivých metod navzájem propojit. V druhé části 
práce byly následně studovány transportní vlastnosti těchto hydrogelů. Data získaná z obou 
těchto části (reologie, difúze) byla následně korelována, aby bylo možné vytvoĜit unifikovaný 
experimentální pĜístup pro studii hydrogelů. 
PĜipravené hydrogely byly prvotně podrobeny základním materiálové charakterizaci, 
což v tomto pĜípadě znamená elementární analýza agarózy, stanovení obsahu sušiny 
v jednotlivých vzorcích hydrogelů s pĜidanými biopolymery a poté bylo sledováno 
uvolňování těchto biopolymeru ve vodném médiu. Pro zvolenou koncentrační Ĝadu 
biopolymerů bylo zjištěno, že vzorky biopolymeru jsou v hydrogelu v malém množství, 
které se výrazně neprojevovalo a neovlivňovalo nijak významně vlastnosti gelové matrice. 
Vzhledem k vodivostnímu měĜení ve vodném roztoku bylo zjištěno, že může docházet 
k částečnému uvolňování biopolymeru v pĜípadě vzorků aminokyselin, z důvodu malé 
velikosti molekul. 
Pro zjištění chování hydrogelů na makro a mikro úrovni byly použity techniky měĜení 
vzorků hydrogelů na reometru, metodou DδS a fluorescenční korelační spektroskopii. 
εakroreologická charakterizace hydrogelů byla korelována s daty získanými metodou DLS. 
Z těchto měĜení bylo zjištěno, že hydrogely v tomto pĜípadě měĜení vykazovaly stejné 
vlastnosti závislosti komplexní viskozity na frekvenci oscilace a jejich kĜivky vykazovaly 
velice podobný průběh. Také ze vzájemného porovnání mikroreologických metod (DLS, 
FCS) pomocí závislostí modulu εSD na čase vykazovaly vzorky hydrogelů obdobné 
charakteristiky. V rámci porovnání difuzních koeficientů získaných jednak makroskopickým 
studiem difúze z roztoku barviva (Rhodamin 6G) do kyvet obsahujících hydrogel 
s jednotlivými biopolymery s FCS studiem koeficientů samodifuze Rhodaminu 6G 
ve stejných vzorcích hydrogelů nedocházelo k výrazným změnám z hlediska obou metod 
makro a mikro úrovni měĜení. Vzorky hydrogelů, u kterých byl stanoven difuzní koeficient 
pomocí metody FCS, měly nižší hodnoty, než v pĜípadě makrostudia difuze v kyvetách. Tohle 
bylo způsobeno vybranou metodou. I pĜes rozdílný způsob náhledu na difúzní proces byly 
pozorovány obdobné tendence u obou měĜení. V pĜípadě záporně nabitých biopolymerů byl 
nejvyšší pokles difúzního koeficientu pozorován oběma metodami u biopolymeru s nejvyšší 
nábojovou hustotou (PSS). Naopak u kladně nabitých aminokyselin nedocházelo prakticky 
k žádnému ovlivnění difúze. Obdobně v pĜípadě kladně nabitých biopolymerů bylo u obou 
metod pozorováno mírné zvýšení difúzních koeficientů. εůžeme hovoĜit, že výsledky získané 
na makro i mikro úrovni si vzájemně odpovídají, i v pĜípadě velice rozlišných způsobů měĜení 
téhož parametru rozdílnými metodami. 
Vybrané biopolymery na základě výše zmíněných měĜení nijak výrazně neovlivňovaly 
strukturní vlastnosti agarózových hydrogelů, což mohlo být zapĜíčiněno jejich nízkou 
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koncentrací. Všechny biopolymery byly vybírány tak, abychom jejich hydrogelové formy 
mohli použít pro aplikaci do lidského organismu, protože agarozové hydrogely dnes nacházejí 
veliké uplatnění ve vývoji nosičů léčiv s Ĝízeným uvolňováním aktivních látek. V práci 
je prokázáno, že agarozové hydrogely o koncentraci 1 hm. % nemění své strukturní vlastnosti 
po pĜidání použitých biopolymerů. Biopolymery pouze vyplňují trojrozměrnou síť 
agarózových hydrogelů, ale nedochází k navázání do jejich struktury.  
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9 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLģ 
9.1 Seznam zkratek 
zkratka vysvČtlení zkratky 
AG agaróza 
alg alginát 
arg arginin 
dex dextran 
DLS dynamický rozptyl světla 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
FCS fluorescenční korelační spektroskopie 
GCP gelová permeační chromatografie 
GRAS Generaly Recognized as Safety 
HA kyselina hyaluronová 
chit chitosan 
kar karagenan 
lys L-lysin 
PL poly-lysin 
PSS polystyren sulfonát 
SANS small angle neutron scattering 
UV–VIS ultrafialová a viditelná oblast 
9.2 Seznam symbolĤ 
značka popis veličiny jednotka 
c0 koncentrace ve zdrojovém roztoku mol∙m−3 
ci koncentrace í-té složky mol∙m−3 
cs koncentrace pozorovaného solutu na rozhraní g∙l−1 
D1 difuzní koeficient m2∙s−1 
Def efektivní difuzní koeficient m2∙s−1 
Drel relativní difuzní koeficient % İ rozdělovací koeficient na rozhraní – 
G' elastický modul Pa 
G" viskózní modul Pa 
ω úhlová rychlost rad∙s−1 
į ztrátový úhel ° 
η* komplexní viskozita mPa∙s−1 
MSD mean squared displacement m2 
mcelkem celkový difuzní tok i-té složky pĜes rozhraní mol∙m−2 
 
